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ABSTRAKT 
Kolagen, nejhojnější protein pojivových tkání, má v různých formách široké uplatnění 
díky svým rozmanitým biologickým i chemickým vlastnostem. Jednou z forem jsou 
kolagenové hydrogely, jeţ jsou povaţovány za velice vhodný materiál pro aplikaci  
v tkáňovém inţenýrství, jelikoţ jsou schopny poskytovat biologicky rozloţitelné scaffoldy, 
které se svými vlastnostmi shodují s ţivými tkáněmi. Tyto systémy nacházejí uplatnění 
například jako nosiče pro cílené dodávání léčiv s jejich řízeným uvolňováním, v kombinaci 
s buňkami je lze vyuţít pro regeneraci a rekonstrukci tkání a orgánů. Zahříváním vodného 
roztoku kolagenu dochází k spontánnímu procesu samouspořádávání do různě 
distribuovaných fibrilárních struktur, které jsou v pozdější fázi fibrilogeneze předpokladem 
pro vytvoření opěrné trojrozměrné sítě, jeţ je základním stavebním prvkem gelu. Výsledné 
vlastnosti hydrogelu závisí nejen na jeho struktuře, ale také na podmínkách, při kterých 
dochází k procesu samouspořádávání. Hydrogely byly připraveny při teplotě 37 °C  
a fyziologickém pH. Studovaná strukturní proměnná byla koncentrace kolagenu. Doposud 
byly pro výzkum samouspořádávání vyuţívány metody spektrometrické, které poskytují 
pouze informace o kinetice morfogeneze. V této práci byly pro výzkum kinetiky 
samouspořádavacího procesu kolagenu I vyuţity metody reologické, které navíc přinášejí 
informace o viskoelastických vlastnostech vzniklého materiálu. Získaná experimentální data 
potvrdila dvoustupňový proces fibrilogeneze kolagenu I sestávajícího z nukleačního  
a růstového procesu. Reologicky se hydrogely kolagenu chovaly jako nelineární 
pseudoplastické látky s mezí kluzu. Byl učiněn pokus o molekulární interpretaci získaných 
výsledků. Za vyuţití 2-parametrické Avramiho rovnice byla stanovena rychlost 
samouspořádávání pro jednotlivé koncentrace kolagenu a hodnota Avramiho exponentu 
určujícího tvar vznikajících útvarů. Připravené hydrogely byly rovněţ vystaveny zvyšujícímu 
se smykovému namáhání (amplituda deformace, smyková rychlost). Při větších amplitudách 
docházelo k rozpadu vzniklé struktury hydrogelu, přičemţ byla zachována schopnost 
částečné regenerace struktury.  
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ABSTRACT 
Collagen, the most abundant protein of connective tissues, in various forms has a wide 
applications due to their diverse biological and chemical properties. One of the forms are 
collagen hydrogels, which are considered very suitable material for applications in tissue 
engineering, because they are able to provide biodegradable scaffolds that its properties 
correspond with living tissues. These systems are used for example as scaffold for targeted 
drug delivery with controlled release, in combination with cells can be used  
for the regeneration and reconstruction of tissues and organs. Heating the aqueous solution 
of collagen leads to spontaneous self-assembly process to variously distributed fibrillar 
structures, which are at a later stage of fibrillogenesis prerequisite for creating  
a three-dimensional supporting network, which is the basic building block of the gel.  
The resulting properties of the hydrogel depend not only on its structure, but also  
on the conditions which cause self-assembly process. Hydrogels were performed  
at 37 ° C and physiological pH. Studied structural variable was the concentration of collagen. 
So far, for the research of self-assembly were used spectrometric methods, which only 
provide information about kinetics of morphogenesis. In this work to study the kinetics  
of collagen I self-assembly were used rheological methods, which additionally give 
information about viscoelastic properties of the resulting material. The obtained experimental 
data confirmed two-step process of collagen I fibrillogenesis consisting of nucleation  
and growth process. Rheological hydrogels collagen behaved as a nonlinear  
yield-pseudoplastic. An attempt was made to molecular interpretation of the results. Using 
two-parametric Avrami equation was determined the rate of self-assembly for each 
concentration of collagen and the value of Avrami exponent determining the shape  
of produced units. The prepared hydrogels were subjected to increasing shear stresses 
(strain amplitude, shear rate). Larger amplitudes leads to collapse of the hydrogel structure, 
which is able to again partially regenerated. 
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1 ÚVOD 
Tkáňové inţenýrství propojuje výzkum zabývající se syntézou a zpracováním nových 
materiálů s biologií či lékařstvím. Tento obor si klade za cíl sestavit z biomateriálů takové 
funkční konstrukty, které mohou obnovit či zlepšit funkci poškozené tkáně nebo zabránit 
progresi onemocnění. V poslední době získaly velkou pozornost především hydrogely  
na bázi přirozeně se vyskytujících biomakromolekulárních látek, jelikoţ tyto systémy mohou 
napodobovat extracelulární matrix v ţivých tkáních. Tyto systémy nacházejí úplatnění jako 
nosiče k tvorbě biomimetického rozhraní buněk, kde vyvolávají poţadované biologické 
procesy jako je cílené dodávání léčiv s jejich řízeným uvolňováním, diferenciaci kmenových 
buněk či stimulaci tvorby nové kostní tkáně prostřednictvím biomineralizace. V kombinaci se 
specifickými a kmenovými buňkami je lze vyuţít pro regeneraci a rekonstrukci tkání  
a orgánů.  
Biopolymerní hydrogely jsou velmi vhodné pro tuto aplikaci vzhledem k jejich dobré 
biokompatibilitě, biodegradabilitě, hydrofilitě a absenci toxicity. Jedinečnými biologickými  
a chemickými vlastnostmi disponuje právě kolagen, jeţ je nejdůleţitější bílkovinou pojivových 
tkání. Kolagen je unikátní zejména svou schopností tvořit pevná, stabilní a nerozpustná 
vlákna se strukturou pravotočivé šroubovice sloţené ze tří polypeptidických řetězců. 
Samouspořádávání je proces, při kterém komponenty, samostatné nebo propojené, 
spontánně za rovnováţných podmínek vytvářejí stabilní, strukturálně dobře definované 
agregáty propojené nekovalentními vazbami. Mechanismus, kterým se molekuly kolagenu 
uspořádávají do fibril, byl předmětem výzkumu od roku 1 950. Molekuly kolagenu jsou 
stabilní v kyselých roztocích při nízké teplotě a za fyziologických podmínek. Pokud má pH 
roztoku neutrální hodnotu a jeho teplota je zvýšena na fyziologickou (37 °C), dochází  
ke spontánnímu vytváření fibril, směřující aţ k tvorbě gelu.  
Donedávna byly pro výzkum samouspořádávání vyuţívány metody spektrometrické, 
které poskytují pouze informace o kinetice morfogeneze, ne však o vlastnostech. Dnes je 
stále častěji s výzkumem biomateriálů, především však kolagenu a jeho hydrogelů spojován 
pojem reologie. Reologická měření nám umoţňují sledovat a popsat samouspořádavací 
proces včetně jeho kinetiky, navíc přináší informace o vývoji mechanických vlastností 
(viskoelasticity) vznikajícího materiálu. Pomocí této metody lze pozorovat vliv řady faktorů 
(strukturních, podmínky okolí či roztoku) i sloţení studovaných systémů na tento proces  
a na mechanické nebo reologické vlastnosti výsledných hydrogelů. Získané poznatky mohou 
slouţit jako základ pro pochopení mechanismu a kinetiky samouspořádávání do fibrilárních 
struktur. Lze je také vyuţít k dalšímu výzkumu zabývajícím se vlivem podmínek a efektem 
přidaných částic či jiných látek na fibrilogenezi a výsledné vlastnosti hydrogelů.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Tkáňové inženýrství 
Tkáňové inţenýrství a regenerační medicína (TERM) způsobily revoluci v lékařství  
a chirurgii. V různých tkáních pokročilé TERM přístupy přinášejí nové terapeutické moţnosti, 
zlepšení obnovitelnosti biologické funkce (reparace) a regenerace. Tkáňové inţenýrství je 
oblast výzkumu, která si klade za cíl sestavit z biomateriálů takové funkční konstrukty, které 
mohou obnovit či zlepšit funkci poškozené tkáně nebo zabránit progresi onemocnění. 
Prozatím tkáňové inţenýrství zastává relativně malou roli při léčbě pacientů, jelikoţ tyto 
postupy jsou stále experimentální a velmi nákladné. [1, 2] 
 
Obrázek 1: Princip tkáňového inženýrství. [3] 
Komponenty potřebné pro regeneraci tkání zahrnují biologicky odbouratelné 
scaffoldy, bioaktivní látky tj. léčiva, fyzikální stimulační nebo růstové faktory a různé typy 
buněk. Takovéto systémy jsou buď kultivovány v bioreaktorových systémech  
před implantací (in vitro) či přímo v poškozeném místě (in vivo). [1, 4] 
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2.1.1 Scaffoldy 
Scaffoldy jsou porézní materiály, které mohou slouţit jako nosiče a dočasné 
podpůrné struktury pro buněčné kultury. Buňky porézním materiálem proliferují a vytvářejí 
novou tkáň. Tyto nosné konstrukce zajišťují organizovaný růst buněk v třídimenzionálním 
(3D) prostoru. Ideální scaffold k obnovení poškozené tkáně by měl napodobit její strukturální 
vlastnosti a usnadnit infiltraci, uchycení, proliferaci a diferenciaci jednotlivých typů buněk. 
Scaffoldy jsou vytvářeny z biodegradovatelných materiálů (keramika, syntetické i přírodní 
polymery), nejvyuţívanějšími jsou biopolymery. Jednotlivé materiály mají však řadu nevýhod, 
tudíţ se často přistupuje k vyuţití kompozitních scaffoldů. [4, 5] 
 
Obrázek 2: SEM snímky představující scaffold pro tkáňové inženýrství připravený z kolagenu v makro 
až nanometrickém rozlišení. [6]  
Bez ohledu na typ tkáně je při navrhování či posouzení vhodnosti pouţití scaffoldů 
potřeba zohlednit řadu aspektů:  
1) Biokompatibilita a buněčná adheze 
Lékařský význam slova „biokompatibilita“ označuje schopnost biomateriálu vykonávat 
poţadovanou funkci bez vyvolání jakýchkoliv neţádoucích lokálních nebo systémových 
účinků u příjemce. Biokompatibilní scaffoldy musí také zajišťovat dobrou interakci  
mezi polymerem a buňkou, coţ závisí především na buněčné adhezi k podkladu.  
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Pouze pro buňky dobře přilnavé můţe začít proces proliferace, kdy nastává buněčné dělení  
a produkce nového extracelulárního matrixu (ECM). Adheze buněk k polymernímu materiálu 
závisí na povrchových vlastnostech, jako je např. smáčivost, povrchový náboj a jeho 
distribuce, drsnost povrchu či poměr hydrofility/hydrofobicity. Některé vědecké práce ukazují, 
ţe existuje velmi úzký vztah mezi hydrofilitou materiálu a buněčnou adhezí. Hydrofilní 
substráty umoţňují lepší interakci s buňkami, tudíţ syntetické polymery často vyţadují 
selektivní modifikaci povrchu, čímţ se zvýší nejen hydrofilita povrchu a buněčná adheze, ale 
také biokompatibilita. [7, 8] 
2) Biodegradabilita 
Současný výzkum je zaměřen na vývoj biologicky odbouratelných scaffoldů, které jsou  
za stanovenou dobu postupně degradovány a nahrazovány jiţ uchycenými buňkami. 
Degradace probíhá prostřednictvím fyzikálních, chemických či biologických procesů, přičemţ 
dochází k hydrolytickému či enzymatickému štěpení vazeb v polymeru. Biodegradace 
polymerních scaffoldů se nejdříve projevuje na jejich povrchu a následně dochází k rozkladu 
vnitřní struktury, čímţ se sniţuje jejich molekulová hmotnost. V ideálním případě by měly být 
polymerní scaffoldy zcela resorbovány a vedlejší produkty biodegradace odstraněny pomocí 
fyziologických a metabolických drah, aby se předešlo neţádoucím interferencím s orgány  
a okolními tkáněmi. [7, 9] 
3) Mechanické vlastnosti 
Pro úspěch implantátu v tkáňovém inţenýrství jsou rozhodující správné mechanické 
vlastnosti. Scaffoldy by měly mít tyto vlastnosti v souladu s anatomií místa,  
do něhoţ mají být implantovány. Hlavní důraz je kladen na vyvinutí nosičů s vlastnostmi 
podobnými především kostem a chrupavkám. Z praktického hlediska by měly odolat 
manipulaci během implantace. Hlavním faktorem, který ovlivňuje mechanické vlastnosti  
a strukturální integritu scaffoldů je jejich pórovitost (velikost, tvar, orientace pórů). [4, 7] 
4) Struktura  
Scaffoldy by měly mít propojenou strukturu pórů a vysokou poréznost, čímţ se zvyšuje 
povrch nosiče pro uchycení buněk i jeho objem pro buněčný růst a migraci. Další funkcí 
vysoké poréznosti je zajistit difúzi ţivin do buněk i do ECM tvořeného těmito buňkami  
a odvod produktů biodegradace. Při návrhu scaffoldů je potřeba zohlednit následující 
parametry: průměrná velikost pórů či jejich distribuce, objem a tvar pórů, interkonektivita 
pórů, drsnost stěn pórů. Buňky komunikují se scaffoldy především pomocí chemických 
skupin (ligandů) vázaných na povrchu materiálu. U nosičů syntetizovaných z přírodních 
extracelulárních materiálů (např. kolagen) jsou ligandy tvořeny vazebnými sekvencemi 
v podobě Arg-Gly-Asp. Scaffoldy vyrobené ze syntetických materiálů mohou vyţadovat 
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cílené začlenění těchto ligandů prostřednictvím adsorpce proteinu. Hustota ligandů je 
ovlivněna měrným povrchem, tj. povrchem uvnitř pórů, na který mohou buňky přilnout. 
Z tohoto důvodu musí být póry dostatečně velké, aby umoţnovaly buňkám migrovat  
do struktury nosiče, kde jsou nakonec vázány na ligandy. [4, 7] 
2.1.1.1 Scaffoldy na bázi hydrogelu 
Hydrogely jsou v dnešní době povaţovány za velice vhodné substráty pro tkáňové 
inţenýrství, jelikoţ jsou schopny poskytovat biologicky rozloţitelné scaffoldy, které se svými 
fyzikálními vlastnostmi shodují s ţivými tkáněmi. Avšak pouţití hydrogelů je stále limitováno 
jejich nízkými mechanickými vlastnostmi. Současný výzkum pracuje s mnoha technikami  
pro měření mechanických vlastností, ale pouze málo z nich umoţňuje nedestruktivní 
sledování za kultivačních podmínek. V současnosti je studována odezva polymerů  
na změnu teploty či pH s cílem dosáhnout fyzikálního zesítění za fyziologických podmínek 
(pH neutrální, teplota 37 °C) bez vyuţití cytotoxické stimulace. [10, 11] 
Hydrogel je obecně definován jako dvoufázový materiál, jeţ je schopen absorbovat 
velké mnoţství vody a přesto je stále schopen se chovat jako látka pevná. Pevná fáze je 
tvořena trojrozměrnou polymerní sítí, vytvářející opěrnou strukturu gelu a intersticiální prostor 
mezi makromolekulami je vyplněn vodou. Polymerní síť je schopna udrţet velký objem vody 
ve své struktuře. Tato schopnost vychází z přítomnosti hydrofilních skupin navázaných  
na polymerní řetězec, zatímco jejich nerozpustnost je dána příčným zesítěním. V závislosti 
na pouţitém polymeru, jakoţto i na povaze a hustotě síťových spojů, mohou hydrogely 
obsahovat různé mnoţství vody (hmotnostní zlomek vody v hydrogelu je mnohem vyšší, neţ 
hmotnostní zlomek polymeru). [12, 13] 
Polymerní síť mohou vytvářet přírodní (kolagen, alginát) či syntetické polymery jako je 
např. poly(vinylalkohol), poly(ethylenglykol) nebo poly(akrylová kyselina). V poslední době 
získaly velkou pozornost především hydrogely na bázi přirozeně se vyskytujících 
biomakromolekulárních látek, jelikoţ tyto systémy mohou napodobovat ECM v ţivých 
tkáních. Vhodným materiálem pro přípravu takovýchto hydrogelů je kolagen typu I, jehoţ 
molekuly jsou stabilní v kyselých roztocích při nízké teplotě a za fyziologických podmínek 
jsou schopny vytvořit mikrofibrily, jeţ jsou prekurzorem pro vznik kolagenové sítě. 
Kolagenové hydrogely se sestávají z volně propojené rozvětvené sítě kolagenových fibril 
naplněné velkým přebytkem intersticiální tekutiny, jíţ můţe být více neţ 99,5 %. V takovém 
systému je pod působícím tlakovým zatíţením zpočátku namáhána tekutina a následně je 
napětí převedeno na fibrily v síti. Rychlost s jakou k tomuto jevu dojde, je dána permeabilitou 
a tuhostí kolagenové matrice. [11, 12, 14] 
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Vlastnosti kolagenu, jeţ jej předurčují k přípravě hydrogelů, jsou: biokompatibilita, 
biodegradabilita, hydrofilnost, nulová toxicita, dobrá buněčná přilnavost, nízké povrchové 
napětí, selektivní permeabilita a další. Velké uplatnění nacházejí tyto hydrogely v ortopedii, 
při léčbě kardiovaskulárního systému či hojení ran. In vivo, by tyto systémy měly vytvářet 
biomimetické rozhraní buněk a vyvolat poţadované biologické procesy jako je cílené 
dodávání léčiv s jejich řízeným uvolňováním, diferenciaci kmenových buněk  
či stimulaci tvorby nové kostní tkáně prostřednictvím biomineralizace. [11, 12, 15] 
V současnosti je výzkum v této oblasti zaměřen na studium interakcí  
mezi molekulami kolagenu či na pochopení mechanismu samouspořádávání do fibrilárních 
struktur a popsání kinetiky tohoto procesu. Vědecké práce se dále zabývají vlivem podmínek 
(teplota, pH, iontová síla) nebo efektem přidaných částic, organických látek  
či jiných molekul na samouspořádávání a výsledné mechanické vlastnosti hydrogelů.  
Dnes je stále častěji s výzkumem biomateriálů, především však kolagenu a jeho 
hydrogelů spojován pojem reologie. Reologie je metoda, která nám umoţňuje 
charakterizovat a sledovat samouspořádavací proces včetně jeho kinetiky. Dále lze vyuţít  
ke studiu vlivů podmínek měření či sloţení studovaných systémů na tento proces  
a na mechanické nebo reologické vlastnosti výsledných hydrogelů. Znalosti reologických 
vlastností umoţňují předvídat odezvu na mechanické zatíţení a aplikovat je na vývoj 
biomateriálů. 
2.2 Proteiny 
  Proteiny (bílkoviny) jsou vysoce komplexní látky, jeţ jsou hojně obsaţeny ve všech 
ţivých organismech a jsou zde přímo zapojeny do chemických procesů nezbytných  
pro správnou funkci organismu. Proteiny mají funkci stavební (skleroproteiny,  
např. kolagen), katalytickou (enzymy), regulační (hormony), obrannou (protilátky, např. 
imunoglobulin), transportní (hemoglobin), zásobní (ovalbumin), pohybovou (myosin) a řadu 
dalších. Proteiny jsou látky vysokomolekulární, tzn. ţe mají velmi vysoké hodnoty relativních 
molekulových hmotností (103 – 106) a jejich makromolekuly mají rozměry 5 – 100 nm.  
[16, 17] 
2.2.1. Struktura proteinů 
 Prostorovou strukturu proteinů můţeme rozdělit do několika úrovní na primární, 
sekundární, terciární a kvartérní (Obr. 3). Primární struktura je dána chemickou povahou 
polypeptidového řetězce proteinu, tzn. počtem a pořadím aminokyselinových zbytků 
spojených navzájem peptidovou vazbou. Sekundární struktura označuje geometrické 
uspořádání polypeptidového řetězce v důsledku vytváření vodíkových vazeb mezi 
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karbonylovými a imidovými skupinami hlavního řetězce proteinu. Terciární struktura 
představuje prostorové uspořádání celého polypeptidového řetězce. Mnoho proteinů je 
však tvořeno dvěma nebo více polypeptidovými řetězci, které jsou také označovány jako 
podjednotky. Kvartérní struktura řeší prostorové uspořádání těchto podjednotek 
v proteinových aglomerátech. [18, 19] 
 
Obrázek 3: Strukturální úrovně proteinů. (a) primární struktura, (b) sekundární struktura – α helix, 
skládaný list, (c) terciární struktura, (d) kvartérní struktura. [20] 
2.2.1.1. Primární struktura 
Základními stavebními jednotkami všech proteinů jsou aminokyseliny (AMK), 
z chemického hlediska se jedná o substituční deriváty karboxylových kyselin, přičemţ  
na tvorbě bílkovin se jich podílí pouze dvacet. Na Obr. 4 lze pozorovat základní chemickou 
strukturu AMK. Všechny AMK se vyznačují asymetrickým, tzn. chirálním uhlíkem. Výjimkou 
je glycin, jehoţ postranní řetězec je tvořen atomem vodíku, tudíţ tato molekula není 
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povaţována za chirální. Chirální uhlík způsobuje, ţe se aminokyseliny mohou vyskytovat  
ve formě D- či L- izomerů, coţ je dáno stáčením roviny lineárně polarizovaného světla.  
Pro proteiny je charakteristická výhradně L- izomerie. Na   (centrálním) uhlíku jsou 
navázány 4 různé substituenty: aminová skupina (-NH2), karboxylová skupina  
(-COOH), atom vodíku (-H) a postranní řetězec. Jednotlivé AMK mají odlišné postranní 
řetězce, jeţ udělují chemické, fyzikální a strukturální vlastnosti výslednému proteinu.  
[16, 17, 21, 22] 
 
Obrázek 4: Chemická povaha polypeptidového řetězce. (a) základní chemická struktura AMK,  
(b) AMK v proteinu spojené peptidovými vazbami, (c) primární struktura proteinu dána polypeptidovým 
řetězcem. [21] 
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Aminokyseliny, peptidy a bílkoviny (včetně kolagenu) mají charakter amfoterního 
elektrolytu, tzn. ţe ve své molekule obsahují zároveň kyselé i bazické funkční skupiny 
schopné disociace. Jejich iontové reakce probíhají v závislosti na pH prostředí, přičemţ část 
skupin postranních řetězců se ionizuje v alkalickém (záporný náboj) a část v kyselém (kladný 
náboj) prostředí. V roztoku dochází k vnitřní interakci mezi karboxylovou a aminovou 
skupinou za vzniku obojetného iontu (amfion). Tato interakce se projevuje při hodnotě pH 
(specifické pro kaţdou AMK, peptid, bílkovinu), označované jako izoelektrický bod. 
Izoelektrický bod je taková hodnota pH roztoku, při němţ má molekula nulový náboj  
(je elektricky neutrální). Například u nativního kolagenu se vyskytuje při pH = 7. Při tomto pH 
nesou polypeptidické řetězce minimální mnoţství nábojů, přičemţ kladné i záporné náboje 
jsou v rovnováze, jinými slovy počet protonů připojených ke skupině -NH2 je roven mnoţství 
protonů disociovaných ze skupiny -COOH. Většina fyzikálních či chemických vlastností 
vykazuje v této oblasti extrémní hodnoty. [16, 17, 23] 
 
Obrázek 5: Ionizační stavy AMK v závislosti na pH roztoku. Ionizací v kyselém prostředí vzniká kation, 
v alkalickém prostředí anion a při hodnotě pH odpovídající izoelektrickému bodu vznik amfionu. [17] 
V proteinech jsou AMK spojeny do dlouhých řetězců pomocí peptidových vazeb  
-CO-NH-, jeţ jsou kovalentní a rigidní. Tato vazba vzniká procesem kondenzace, při níţ 
dochází ke spojení karboxylové skupiny jedné aminokyseliny s aminovou skupinou jiné  
za současného odštěpení molekuly vody jako vedlejšího produktu. Konec proteinu tvořený 
nezreagovanou aminoskupinou je označován jako N-konec a konec z nezreagované 
karboxylové skupiny jako C-konec. Aminokyselinová sekvence proteinu je kódována 
v specifických úsecích DNA. Tyto úseky jsou přepisovány v procesu transkripce do mRNA  
(z angl. messenger) a následně na ribozomu dochází k výrobě proteinu (translace) za účasti 
této mRNA i jednotlivých aminokyselin napojených na specifické tRNA (transferová RNA). 
[17, 21, 22] 
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2.2.1.2. Sekundární struktura 
Sekundární struktura vypovídá o geometrickém uspořádání polypeptidického řetězce 
v důsledku vytváření vodíkových vazeb mezi karbonylovými a imidovými skupinami 
hlavního řetězce proteinu. V proteinech se běţně vyskytují tyto typy sekundárních struktur: 
helikální struktury (  helix), struktura skládaného listu (  struktura) či nerepetitivní struktury 
v podobě různých ohybů. Tyto ohyby se většinou podílejí na spojích mezi jednotlivými    
a   strukturami či tvoří jejich ukončení. Ohyby často nalezneme u globulárních proteinů 
v místech, kde je nutné obrátit směr polypeptidového řetězce. [17, 18] 
Základním typem sekundární struktury jsou tzv. helixy. Helixy jsou vytvářeny 
stáčením polypeptidového řetězce do tvaru závitu okolo    v konstantní vzdálenosti. 
Konformace většiny helixů je taková, ţe hydrofilní skupiny AMK se vyskytují na povrchu, 
zatímco hydrofobní skupiny směřují dovnitř závitu. Helixy jsou klasifikovány jako repetitivní 
sekundární struktury, jelikoţ obsahují pravidelně se opakující dihedrální úhly   a  . 
Nejrozšířenější helikální strukturou je   helix (Obr. 3), jeţ je definován pomocí torzních úhlů 
  = −57,8° a   = −47°. [18, 22] 
Struktura skládaného listu (  struktura) je také druh repetitivní struktury (Obr. 3). 
Jejím základním stavebním kamenem je   vlákno s dihedrálními úhly   = −120°  
a   = +120°. Jedná se o nataţenou strukturu, která není stabilizovaná vnitřními vodíkovými 
vazbami.   vlákno je stabilní pouze jako součást skládaného listu, díky stabilizaci 
vodíkovými vazbami a van der Waalsovými interakcemi mezi sousedními vlákny. 
   strukturu nalezneme ve dvou formách antiparalelní a paralelní podle relativní orientace 
jednotlivých vláken. [18, 22] 
2.2.1.3. Terciární a kvartérní struktura 
Terciární struktura je definována jako prostorové uspořádání elementů sekundární 
struktury v rámci jednoho polypeptidového řetězce tak, aby bylo dosaţeno maximální 
stability nebo nejniţšího energetického stavu. Kromě vodíkových vazeb se na této struktuře 
podílejí i vazby iontové, disulfidické či van der Waalsovy síly. Pokud jsou vodíkovými 
vazbami vázány různé polypeptidické řetězce, má protein terciární strukturu vlákna (fibrilární 
struktura). Jsou-li však těmito vazbami vázány části téhoţ řetězce, má protein strukturu 
klubka (globulární struktura). [17, 22] 
Mnoho bílkovin je tvořeno z více polypeptidových řetězců, jeţ jsou označovány jako 
proteinové podjednotky. Tyto podjednotky mohou být stejné (u homodimeru) nebo různé  
(u heterodimeru). Kvartérní struktura vypovídá o jejich vzájemném působení a prostorovém 
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uspořádání. Výsledný tvar komplexu proteinu je opět stabilizován různými interakcemi, 
včetně vodíkových můstků, disulfidových či solných můstků. [22] 
2.2.1.4. Stabilita proteinů 
Termodynamická měření ukazují, ţe nativní bílkoviny jsou pouze okrajově stabilní   
za fyziologických podmínek. Termín nativní stav se vyuţívá k popisu proteinu v jeho nejvíce 
stabilní a přirozené konformaci in situ, přičemţ můţe být narušen řadou vnějších faktorů 
(např. teplota, pH, smykové namáhání). Ztráta sekundární, terciární nebo kvartérní struktury, 
stejně i jako nativních vlastností či biologické aktivity se nazývá denaturace. Mechanismus 
denaturace vodného roztoku tropokolagenu je dvoustupňový proces. Nejdříve dochází  
ke zborcení trojité šroubovice a makromolekula tropokolagenu se stáhne do statistického 
klubka, v němţ jsou řetězce navzájem stále spojeny. V druhém stupni se tato klubka 
rozpadávají na tři frakce: frakci   tvoří jeden polypeptidický řetězec původní spirály, frakci   
tvoří dva dosud spojené řetězce a frakci  , kterou tvoří tři řetězce v nezměněné formě 
statistického klubka. Zůstane-li denaturovaný roztok delší dobu stát při nízké teplotě, probíhá 
z části proces renaturace, tj. zpětná rekonstrukce spirálové konfigurace. [19, 22, 23] 
Energie potřebná k denaturaci proteinu v nativním stavu je ~0,4 kJ·mol-1 připadajících 
na AMK rezidua, tudíţ úplně sloţený protein obsahující 100 AMK reziduí je  
cca o 40 kJ·mol-1 stabilnější neţ protein rozloţený (pro srovnání, energie potřebná k porušení 
vodíkové vazby je 20 kJ·mol-1). V proteinech se uplatňují různé nekovalentní vlivy jako je 
hydrofobní efekt, elektrostatické interakce, vodíkové vazby, apod. Tyto vazby mají svou 
energii, přičemţ celková energie můţe být o velikosti tisíců kJ·mol-1 připadajících na celou 
molekulu proteinu. Vazby, které stabilizují proteiny, jsou vytvářeny interakcemi postranních 
řetězců AMK. Existuje několik způsobů jak AMK třídit, ale na stabilitu proteinu a na typy 
interakcí, kterých se AMK účastní, mají vliv chemické vlastnosti postranních řetězců. [19, 24] 
 
Obrázek 6: Interakce stabilizující terciární strukturu proteinu. [25] 
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Hlavní typy interakcí určující tvar a stabilitu terciární struktury proteinů: 
1) Iontové vazby 
Iontové vazby vyplývají z elektrostatických interakcí mezi kladně a záporně nabitými 
postranními řetězci AMK. Tyto interakce jsou také známé jako solné můstky.  
U AMK Asp (−), Glu (−), Lys (+) a Arg (+) jsou zakončení ve formě -COOH  a -NH2 skupin  
při fyziologickém pH plně ionizována. [26, 27]  
2) Vodíkové můstky 
Vodíkové můstky jsou velmi důleţité v intra- i intermolekulárních interakcích proteinů. Tyto 
vazby jsou vytvářeny mezi atomem vodíku a vysoce elektronegativním atomem např. kyslíku 
nebo dusíku. Vodíkové můstky vznikají interakcemi mezi kyslíkem karbonylové  
a vodíkem amidové skupiny hlavního polypeptidového řetězce (Obr. 3). Polární postranní 
řetězce AMK (např. Ser, Thr, Tyr, Gln) obsahují funkční skupiny, které mohou také být 
zapojeny do tvorby takových vazeb. I přesto, ţe jsou vodíkové můstky mnohem slabší neţ 
vazby kovalentní, tak díky četnému zastoupení amidových a karbonylových skupin 
v peptidových řetězcích je jejich příspěvek ke stabilitě proteinu značný. [16, 26, 27] 
3) Hydrofobní a van der Waalsovy interakce 
Nepolární postranní řetězce AMK alifatických (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Pro) a aromatických 
(Phe, Trp) jsou ovlivňovány prostřednictvím hydrofobních interakcí a van der Waalsových sil. 
Významným faktorem ovlivňujícím nativní strukturu proteinu je hydrofobní efekt, v důsledku 
něhoţ se minimalizuje kontakt nepolárních látek s vodou.  Expozice nepolárních postranních 
řetězců AMK a rozpouštědla je velmi entropicky nákladná, tudíţ dochází k agregaci těchto 
řetězců v oblasti jádra polypeptidového řetězce. Nepolární řetězce jsou více stabilní tehdy, 
kdyţ jsou blízko u sebe. Van der Waalsovy síly jsou typem velmi slabých interakcí, jeţ se 
uplatňují pouze na krátké vzdálenosti, tzn. nachází se pouze u nativních proteinů. Tento typ 
interakcí vzniká v důsledku náhodné fluktuace elektrického náboje v atomu, kdy v určitých 
okamţicích se poruší neutrální stav molekuly a vzniká elektrický dipól. Vzájemnou interakcí 
více atomů dojde k jakési synchronizaci tvorby těchto dipólů, coţ je podstatou přitaţlivých sil. 
[19, 24, 26] 
 
Obrázek 7: Van der Waalsovy interakce. Vzájemné působení elektrických dipólů. [24] 
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4) Disulfidové můstky 
U proteinů bohatých na cystein je konformace peptidového řetězce do značné míry určena 
disulfidovými (-S-S-) vazbami cystinu. Disulfidové můstky se řadí mezi vazby kovalentní. 
Tento typ vazby můţe být umístěn v různých částech peptidového řetězce, kde vytváří 
smyčku uzavíranou disulfidovou vazbou nebo můţe propojovat různé polypeptidové řetězce. 
Tvorba disulfidových můstků se uskutečňuje oxidací dvou sulfanylových (-SH) skupin 
cysteinu. Dva tímto způsobem kondenzované cysteiny jsou označovány jako cystin. [16, 22, 
24, 27] 
 
Obrázek 8: Vznik disulfidového můstku oxidací dvou sulfanylových skupin cysteinu. [27] 
2.3 Kolagen 
Buňky v tkáních jsou obklopeny komplexním mikroprostředím známým jako 
extracelulární matrix, který je tvořen sloţitými sítěmi biomakromolekulárních látek. Tyto látky 
jsou produkovány buňkami, v jejichţ těsné součinnosti jsou sestavovány  
do organizovaných struktur. V ECM jsou obsaţeny různé proteiny či polysacharidy jako je 
např. kolagen,  glykosaminoglykany, proteoglykany, glykoproteiny a další látky, jeţ vymezují 
strukturní integritu a fyziologickou funkci pojivových tkání. U různých typů tkání se výrazně 
liší způsob uspořádání (struktura) i relativní mnoţství těchto sloţek (sloţení), coţ je 
přizpůsobeno funkčním poţadavkům konkrétních tkání. [28]  
 Kolagen, nejhojnější protein ECM, je hlavní strukturální sloţkou pojivových tkání 
savců a také se nachází v intersticiálních tkáních většiny parenchymových orgánů, kde 
přispívá k jejich stabilitě udrţením strukturální integrity. Ze všech proteinů, jeţ se nacházejí 
v těle, je zastoupení kolagenu 30 %. Kolagen je obsaţen ve všech hlavních tkáních, které 
vyţadují mechanickou stabilitu, pevnost a pruţnost jako např. kůţe, šlachy, vazy, chrupavky, 
kosti či zuby. Pojem kolagen je však generický termín pro skupinu proteinů 
s charakteristickou strukturou tvořenou třemi polypeptidovými řetězci, která bude popsána 
v následující kapitole. V posledním desetiletí výzkum v této oblasti značně pokročil  
a v současnosti se rozlišuje přibliţně 28 geneticky odlišných typů kolagenu (značení 
římskými číslicemi I – XXVIII). Různé typy se od sebe odlišují sloţením řetězců tvořících 
výslednou molekulu kolagenu, uspořádáváním do nadmolekulárních struktur či distribucí 
v těle a s tím spojenou biologickou funkcí, kterou zde zastávají. [29, 30, 31] 
21 
 
Tabulka 1: Přehled jednotlivých typů kolagenu a informace o jejich tkáňové distribuci či kompozici 
řetězců, které tvoří danou molekulu. [29, 31, 32] 
Typ Kompozice řetězců Tkáňová distribuce 
Fibrilární kolageny 
I [α1(I)]2α2(I)  
 
cévy, děloha, kosti, kůţe (dermis), rohovka, střeva, 
šlachy, tuková tkáň, vaziva chrupavky, zuby (dentin) 
II [α1(II)]3 hyalinní chrupavky, kostní dřeň, lymfatické uzliny, 
notochord, sklivec, štítná ţláza, vaziva 
III [α1(III)]3 cévy, děloţní stěna, kůţe (dermis), střeva, srdeční 
chlopně, retikulární vazivo (plíce, játra, slezina) 
V α1(V)α2(V)α3(V) 
[α1(V)]2α2(V), [α1(V)]3 
cévy, dáseň, intersticiální tkáně, kosti, hyalinní 
chrupavky, placentární membrána, rohovka, šlachy 
XI α1(IX)α2(IX)α3(IX) chrupavky, meziobratlové ploténky, sklivec 
Kolageny bazálních membrán  
IV [α1(IV)]2α2(IV) bazální membrány orgánů 
Mikrofibrilární kolageny 
VI α1(VI)α2(VI)α3(VI) 
[α1(V)]2α2(V) 
cévní stěny, chrupavky, játra, kůţe (dermis), ledviny, 
placenta, plíce, srdeční sval 
Kolageny ukotvující velké fibrily 
VII [α1(VII)]3 děloţní čípek, epitelová tkáň, chrupavky, kůţe (dermis), 
placenta, plíce, rohovka, sliznice dutiny ústní 
Kolageny tvořící hexagonální sítě 
VIII [α1(VIII)]2α2(VIII) endotelové buňky 
X [α1(X)]3 hypertrofické a mineralizované chrupavky 
FACIT 
IX α1(IX)α2(IX)α3(IX) chrupavky, rohovka, sklivec 
XII [α1(XII)]3 perichondrium, šlachy, vazy 
XIV [α1(XIV)]3 cévy, játra, kosti, kůţe, placenta, plíce, šlachy 
XIX [α1(XIX)]3 embryonální tkáně 
XX [α1(XX)]3 epitel rohovky, hrudní chrupavka, šlachy 
Transmembránové kolageny 
XIII [α1(XIII)]3 chondrocyty, játra, kosti, kůţe (epidermis), plíce, střevní 
sliznice, vlasové folikuly 
XVII [α1(XVII)]3 kůţe 
MULTIPLEXIN 
XV [α1(XV)]3 buňky hladkého svalstva, fibroblasty, ledviny, slinivka 
XVI [α1(XVI)]3 fibroblasty, keratinocyty 
XVIII [α1(XVIII)]3 játra, ledviny, plíce 
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Na základě jejich struktury a uspořádávání do nadmolekulárních celků mohou být 
typy kolagenů rozděleny do několika základních skupin: kolageny tvořící vlákna (fibrilární 
kolageny), kolageny tvořící sítě, FACIT (z angl. Fibril-associated collagens with interrupted 
triple helix, volně přeloţeno jako vlákno-asociované kolageny s přerušenou trojitou 
šroubovicí), transmembránové kolageny, kolageny bazálních membrán, MULTIPLEXIN  
(z angl. Multiple triple-helix domains and interruptions) a další. Celkový přehled 
nejvýznamnějších typů kolagenu lze nalézt v předchozí tabulce (Tabulka 1). [29, 33] 
 
Obrázek 9: Přehled nadmolekulárních struktur základních typů kolagenu. [34] 
Nejrozšířenější a nejhojnější skupinou kolagenů jsou kolageny fibrilární, mezi něţ se 
řadí kolageny typu I, II, III, V a XI. Zastoupení těchto kolagenů v těle je přibliţně 90 % 
z celkového mnoţství. Tyto kolageny jsou charakterizovány jejich schopností vytvářet vysoce 
orientované nadmolekulární agregáty v podobě fibril, jeţ se dále mohou spojovat  
do větších svazků. Nejrozšířenější a nejlépe prostudovaný je kolagen typu I, jeţ tvoří více 
neţ 90 % organické hmoty kostí a je hlavním kolagenem šlach, kůţe a mnoha intersticiálních 
pojivových tkání. Šroubovice kolagenu typu I je většinou začleněna  
do kompozitu obsahující kolagen typu III (kůţe, retikulární vazivo) nebo kolagen  
typu V (kosti, šlachy, rohovka). Zejména šlachám, kostem a vazivovým tkáním poskytuje 
kolagen typu I biomechanické vlastnosti týkající se zatíţení, pevnosti v tahu a torzní tuhost. 
[29] 
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Kolagen typu II je ze všech typů kolagenu nejhojněji zastoupen v chrupavčitých 
tkáních, kde představuje přibliţně 80 % z celkového mnoţství kolagenů. Šroubovice 
kolagenu typu II je sloţena ze tří identických polypeptidových řetězců, jeţ obsahují více 
hydroxylysinu a vyšší obsah cukerných postranních řetězců, jako jsou glukosylové  
a galaktosylové zbytky, které zprostředkovávají interakce s proteoglykany. Fibrily poskytují 
pevnost v tahu a udrţují integritu chrupavky prostřednictvím sítě, která je odolná vůči 
narůstajícímu tlaku z hydratace polyaniontových proteoglykanů v ECM. Často je vyuţíván  
ve tkáňovém inţenýrství jako „pletivo“, na kterém se uchycují a rozmisťují chondrocyty.  
[29, 35] 
Kolagen typu III obsahuje fibrily, jeţ jsou spojeny do vláken tvořící retikulární sítě,  
ve kterých jsou více či méně pravidelně uspořádány. Retikulární sítě jsou oporou měkkých 
tkání, proto tento typ kolagenu nalezneme právě v nich. Příkladem mohou být hladké svalové 
buňky či nervová vlákna, obsaţen je také ve stěnách cév. Svou stavbou je značně podobný 
kolagenu I, obsahuje ale více proteoglykanů a glykoproteinů. Především jej však odlišuje 
přítomnost disulfidických můstků na C-konci a vysoký obsah hydroxyprolinu. [35] 
2.4 Struktura kolagenu 
2.4.1 Molekulární struktura 
Základem molekuly kolagenu jsou tři navzájem ovinuté levotočivé polypeptidové 
řetězce, také označované jako   řetězce, které se společně stáčejí do pravidelné 
pravotočivé superšroubovnice označované jako tropokolagen. Tyto řetězce mohou být 
naprosto identické, poté se vzniklá struktura nazývá homotrimer (např. kolagen typu II) či se 
mohou lišit za vzniku heterotrimeru (např. kolagen typu IX). U kolagenu typu I je struktura 
tvořena dvěma identickými řetězci označovanými  1 a třetím ( 2) geneticky odlišným 
řetězcem, který se od nich liší jen málo pořadím aminokyselin resp. jejich obsahem. Kaţdý 
z řetězců obsahuje více neţ 1 000 AMK zbytků. Úplná otáčka trojité spirály obsahuje  
30 AMK zbytků. [23, 36, 37] 
 Molekula kolagenu je tvořena pravidelně uspořádanými sekvencemi AMK, jedná se 
zejména o glycin (26 – 28 %, některá literatura uvádí aţ 33 %), prolin (nad 15 %)  
a 4-hydroxyprolin (nad 10 %), které tvoří více neţ 50 % z celkového obsahu AMK. V menší 
míře jsou zastoupeny i 3-hydroxyprolin a 5-hydroxylysin. Hydroxyprolin je odvozen  
od prolinu post-translační hydroxylací za katalýzy polyhydroxylázou. Podobně je vytvářen  
i hydroxylysin enzymaticku hydroxylací lysinu za přítomnosti lysyl hydroxylázy 
v endoplazmatickém retikulu. Prolin společně s hydroxyprolinem podmiňuje stérickou rigiditu 
kolagenu (projevuje se jako nemoţnost volného otáčení okolo vazby   –  a ztíţením 
otáčení okolo vazby   –  ) a odlišnou orientaci polypeptidických řetězců, neţ je tomu 
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v případech proteinů obsahujících menší mnoţství cyklických AMK. Diferenciace různých 
typů kolagenu je na základě přítomnosti jiných aminokyselin, neţ byly zmíněny. Hydroxylysin 
je významný především díky své vázanosti na cukerné sloţky. [23, 31, 35, 38, 39] 
 
Obrázek 10: Základní AMK (glycin, prolin a hydroxyprolin) tvořící sekundární levotočivý helix. [40] 
V následující tabulce je znázorněno průměrné zastoupení AMK v kolagenu 
z hovězích kůţí (Tabulka 2). Bylo zjištěno, ţe ve struktuře kolagenu mezi různými druhy 
obratlovců existují pouze minimální rozdíly, které nemají vliv na zde diskutované poznatky. 
[31] 
Tabulka 2: Průměrné zastoupení AMK v kolagenu z hovězích kůži. Data vyjádřena jako  
AMK zbytky/1 000 zbytků. [23] 
Aminokyselina Zastoupení Aminokyselina Zastoupení 
Hydroxyprolin 116,0 Methionin 6,5 
Kyselina asparagová 44,0 Isoleucin 10,0 
Threonin 15,0 Leucin 24,0 
Serin 36,0 Tyrosin 2,0 
Kyselina glutamová 70,0 Fenylalanin 12,0 
Prolin 122,0 Hydroxylysin 6,5 
Glycin 321,0 Lysin 30,0 
Alanin 105,0 Histidin 4,5 
Valin 20,0 Arginin 47,0 
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Studiem primární struktury polypeptidických řetězců kolagenu bylo zjištěno, ţe v této 
bílkovině dochází k pravidelnému střídání dvou oblastí, nepolárních a polárních. Nepolární 
oblasti jsou relativně uniformí, pravidelně se v nich střídají sekvence Gly-Pro-Y  
nebo Gly-X-Hyp, kde X a Y můţe být jakýkoliv z různých dalších aminokyselinových zbytků 
např. hydroxylysin, histidin, arginin, kyselina asparagová, fenylalanin apod. Pro polární 
oblasti je typické, ţe postrádají pravidelnost opakování Gly-X-Y, kde X a Y jsou často 
iminokyseliny (prolin, hydroxyprolin). Oblasti tvořené AMK s nízkou molární hmotností, je 
moţno povaţovat za krystalické, vysoce orientované úseky. Naopak oblasti s výše 
molekulárními polárními AMK (např. Asp, Glu, Lys) nemají uspořádanou strukturu, jsou 
méně orientované aţ amorfní. [23, 31, 35, 39] 
 
Obrázek 11: Strukturální úrovně kolagenu. (a) krystalová struktura pravotočivé superšroubovnice,  
(b) tři levotočivé polypeptidové řetězce, (c) detail primární sekvence AMK v polypeptidových řetězcích 
se znázorněnými vodíkovými vazbami mezi řetězci, (d) zápis sekvenčního uspořádání AMK 
v polypeptidových řetězcích. [33] 
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2.4.2 Fibrilární struktura 
Molekula tropokolagenu obsahuje tři navzájem ovinuté levotočivé polypeptidové 
řetězce se společnou osou, které jsou stočeny ve směru od nezreagované aminoskupiny 
(označované jako N-konec) po nezreagovanou karboxylovou skupinu (označované jako  
C-konec). Tyto globulární terminální domény kolagenu známé jako telopeptidy nejsou 
zahrnuty do spirálové struktury. Vzniklý pravotočivý superhelix (tropokolagen) je 
tyčinkovitého tvaru o délce ~300 nm, průměru ~1,5 nm a molekulové hmotnosti 300 kDa. 
Tento poměr rozměrů řetězce vede k vyšší viskozitě v roztoku a vyšší mobilitě v elektrickém 
poli. [31, 41, 42] 
Soudrţnost vzniklého provazcovitého útvaru tropokolagenu je dána vodíkovými 
můstky, které vznikají pouze tehdy, jsou-li všechny tři řetězce v těsné blízkosti. U kolagenu je 
to umoţněno právě přítomností glycinu, který se nachází na kaţdé třetí pozici v řetězci.  
Při vzniku trojité šroubovice není na vnitřní straně spirály dostatečný prostor  
pro dlouhé boční řetězce, s výjimkou atomu vodíku pocházejícímu právě z glycinu. Vodíkové 
můstky spojují NH- skupinu glycinu s karbonylovou skupinou nacházející  
se na sousedním řetězci. [31, 43] 
 
Obrázek 12: Model strukturálního uspořádání molekul kolagenu ve fibrilách pomocí příčného 
pásování s periodou 67 nm (D-perioda). Spojením pěti molekul kolagenu (délka 294,8 nm; 4,46D) 
vznik mikrofibrily.  Boční posun mezi dvěma molekulami kolagenu odpovídá 0,54D. Snímek pořízený 
pomocí AFM znázorňující D-periodicitu kolagenové fibrily. [44] 
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Kolagen je vysoce reaktivní molekula, která velmi snadno podléhá spontánní 
fibrilogenezi, coţ je entropicky řízený proces, v němţ se vytvářejí rozsáhlé supramolekulární 
struktury. Spojením čtyř aţ osmi molekul tropokolagenu, obvykle však pěti, vzniká útvar 
zvaný mikrofibrila, jeţ je základním stavebním kamenem větších útvarů fibril. Finální fibrilu 
tvoří soustředné uspořádání mikrofibrilárních vrstev. Průměry fibril dosahují 10 aţ 500 nm  
a závisí jak na typu tkáně, tak na stádiu vývoje. [31, 42, 44] 
Orientaci a osové uspořádání tropokolagenových molekul ve fibrilách ukazuje příčné 
pásování s periodou 67 nm (označováno jako D-perioda). Kaţdá perioda obsahuje oblast 
překryvu a mezery, jeţ vytvářejí příčné pruhy viditelné pomocí elektronové mikroskopie. 
Původ tohoto pásování vychází z předpokladu, ţe kolagenové molekuly jsou ve fibrile 
uspořádány paralelně a jsou vůči sobě posunuty o vzdálenost 67 nm. Z toho následně 
vychází, ţe hodnota délky tropokolagenu odpovídá 4,46D a hodnota pro vzdálenost mezi 
sousedními konci molekul kolagenu ve fibrile 0,54D. D-periodicita je nezbytná k zajištění 
vysoké pevnosti v tahu, k buněčnému rozpoznávání či vázání molekul ECM nebo  
při mineralizaci kostí. [41, 44] 
Vzniklé fibrily se dále mohou spolu spojovat do větších a delších svazků, které jsou 
hlavní komponentou všech pojivových tkání. Kolagenové agregáty v různých strukturních 
kombinacích a koncentracích poskytují tkáním odlišné vlastnosti.  
 
Obrázek 13: Fibrilární struktura kolagenu. [45] 
2.4.2.1 Příčné vazby (natural crosslinks)  
Molekuly kolagenu jsou ve fibrilách stabilizovány pomocí kovalentních inter-  
a intramolekulárních příčných vazeb, jeţ poskytují vláknům sílu, mechanickou i chemickou 
odolnost. Nejedná se však o disulfidové můstky, jelikoţ kolagen obsahuje minimální 
mnoţství cysteinu. [19, 31] 
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Obrázek 14: Kovalentní intra- a intermolekulární příčné vazby mezi molekulami kolagenu. [46] 
 
 
Obrázek 15: Chemická struktura příčných vazeb kolagenu. (a) oxidativní deaminace lysinu  
či hydroxylysinu za účasti lysyloxidázy, (b) intramolekulární příčná vazba vzniklá adolovou 
kondenzací, (c) intermolekulární příčná vazba – aldimin, (d) aldolová kondenzace s histidinem (později 
může nastat kondenzace s hydroxylysinem za vzniku histidinohydroxymerodesmosinu),  
(e) příčná vazba tvořená hydroxypyridiem. [31] 
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Předpokladem pro tvorbu příčných vazeb je oxidativní deaminace lysinu  
a hydroxylysinu, která je posledním krokem enzymatické tvorby kolagenu za vzniku 
odpovídajícího aldehydu (allysin, hydroxyallysin). Tato reakce je zprostředkována pomocí 
enzymu lysyl oxidázy. Intramolekulární příčné vazby jsou tvořeny mezi dvěma 
polypeptidovými řetězci aldolovou kondenzací aldehydů za vzniku allysin aldolu. Tento 
produkt můţe dále reagovat s histidinem, lysinem či hydroxylysinem. Intermolekulární příčné 
vazby se vyskytují mezi nehelikální C-terminální nebo N-terminální oblastí a spirálovou 
oblastí v přilehlé molekule kolagenu. Tyto vazby jsou výsledkem vzniku aldiminu reakcí 
aldehydu s aminovou skupinou lysinu či hydroxylysinu. [19, 31, 46, 47] 
2.4.2.2 Atelokolagen 
Molekula, jeţ neobsahuje terminální domény, se nazývá atelokolagen. Atelokolagen je 
kolagen solubilizovaný pepsinem, coţ je proteolytický enzym, jeţ dokáţe zpracovat většinu 
proteinů s výjimkou kolagenového triple-helixu, kde narušuje pouze nespirálové telopeptidy. 
Kolagen je známý pro velmi nízkou antigenecitu (tj. vyvolání odpovědi imunitního systému 
tvorbou protilátek), jelikoţ je tvořen pravidelně se opakujícími sekvencemi aminokyselin 
v podobě (Gly-X-Y)n. Antigenními místy kolagenu jsou právě telopeptidy, z čehoţ vyplývá  
ţe  atelokolagen vykazuje níţší antigenicitu neţ tropokolagen. [48, 49, 50] 
Atelokolagen je získáván následujícím způsobem: bovinní dermis je nařezán na tenké 
plátky, které byly ošetřeny pepsinem k rozpuštění nerozpustného dermálního kolagenu, 
následuje inaktivace a odstranění pepsinu, čištění a sterilizace.  
Za fyziologických podmínek se atelokolagen uspořádává do fibril i větších 
kolagenových agregátů jako tropokolagen. Atelokolagen, jenţ je implantován do organismu 
není rozpouštěn okamţitě, ale je eliminován procesem degradace a absorpce aţ  
po uvolnění léčiva. [50] 
 
Obrázek 15: Solubilizace tropokolagenu obsahujícího telopeptidové fragmenty proteolytickým 
enzymem pepsinem za vzniku atelokolagenu. [49] 
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2.5 Metabolismus kolagenu 
2.5.1 Biosyntéza 
Biosyntéza kolagenu je komplexní vícestupňový proces, jeţ je započat genovou 
transkripcí uvnitř buněčného jádra vedoucí aţ k agregaci heterotrimerů kolagenu do fibril. 
Jelikoţ znalosti biosyntetických drah jsou omezeny zejména na kolageny fibrilární 
(především kolagen typu I), je pravděpodobné, ţe základní mechanismy tvorby trojité 
šoubovnice platí rovněţ pro jiné typy kolagenu. [29] 
Fibrilární kolageny jsou syntetizovány především buňkami vazivovými (fibroblasty), 
buňkami chrupavky (chondroblasty), kostí (osteoblasty) nebo také buňkami epitelovými.  
Do tvorby molekuly kolagenu je zahrnuto okolo 34 genů, přičemţ kaţdý z nich kóduje určitou 
sekvenci mRNA (messenger RNA), do které jsou přepisovány v procesu transkripce. 
Regulace transkripční aktivity kolagenu závisí do značné míry na typu buněk, ale můţe být 
také ovlivňována růstovými faktory či cytokiny (menší signální proteiny). Konečná mRNA 
vystupuje z buněčného jádra a vstupuje do cytoplazmy, kde se napojuje  
na ribozomy, v nichţ probíhá proces translace. Při této fázi jsou k hrubému 
endoplazmatickému retikulu přiváděny pomocí tRNA (transferová) aminokyseliny, které jsou 
následně sestavovány do primární struktury bílkovin podle informace, jejíţ nositelkou je 
mRNA. Jednotlivé AMK jsou sestavovány do polypeptidických řetězců (kondenzace  
za odštěpení vody), jeţ jsou následně transportovány do buněčné dutiny endoplazmatického 
retikula (ER) jako prekurzory, tzv. pre-propeptidy. Tyto prekurzory obsahují N- a C- 
terminální propeptidy a signální peptidy nutné pro transport vylučovaných proteinů přes 
membránu ER. [23, 29, 51, 52, 53] 
  Signální peptidy jsou štěpeny enzymem peptidázou a díky tomu je vytvářena 
molekula propeptid, která prochází řadou posttranslačních modifikací. Nejdříve dochází 
k hydroxylaci lysinu a prolinu pomocí enzymů prolyl-3-hydroxylázy, prolyl-4-hydroxylázy  
a lysylhydroxylázy (intracelulární enzymy), při které se vytváří hydroxyprolin a hydroxylysin, 
čímţ se tedy napomáhá k zesítění řetězců. Tento enzymatický děj vyţaduje ţeleznaté ionty, 
2-oxoglutarát, molekulární kyslík a vitamin C jako kofaktory. Kaţdý propeptid se spojuje se 
dvěma dalšími prostřednictvím vodíkových vazeb. Následně je glukóza nebo galaktóza 
přidána na hydroxylové skupiny hydroxylysinu. Glykosylace je katalyzována enzymy 
galaktosyl či glykosyl transferázou, jeţ vyţadují přítomnost manganu (Mn2+). Po tomto kroku 
dochází ke stáčení tří polypeptidových řetězců za tvorby pravotočivé šroubovice známé jako 
prokolagen. Prokolagen je rozpustná trimerní molekula, která obsahuje tři odlišné domény: 
N-terminální propeptid, centrální triple-helikální kolagenovou doménu a C-terminální 
propeptid. [23, 29, 52, 53] 
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Neţ nastává vylučování prokolagenu z buňky exocytózou, uskutečňuje se jeho 
poslední posttranslační modifikace v Golgiho aparátu. V této fázi syntézy dochází k přidání 
oligosacharidů a poté je prokolagen balen do sekrečních váčků. Jakmile je prokolagen vně 
buňky, membránové enzymy tzv. kolagenové peptidázy odstraňují C- a N- propeptidy  
za vzniku tropokolagenu. [29, 51, 53] 
 
Obrázek 16: Biosyntéza kolagenu. [54] 
Molekuly tropokolagenu jsou dále spojovány v mimobuněčném prostoru za tvorby 
rozměrnějších kolagenových fibril. Hnací silou tvorby fibril je do jisté míry tendence kolagenu 
k samoseskupování, Po vytvoření kolagenových fibril následuje jejich vnitřní zpevnění 
zesíťováním, tj. tvorbou kovalentních vazeb mezi lysinovými zbytky základních kolagenových 
molekul (viz. Kapitola 2.4.2.1. Příčné vazby). Organizace kolagenových fibril je přizpůsobena 
potřebám tkáně. Fibrily mají různé průměry a jsou v různých tkáních odlišně organizovány. 
Např. v savčí kůţi jsou „tkány“ tak, aby odolávaly napětí ve všech směrech. Ve šlachách jsou 
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organizovány do paralelních svazků podél hlavní osy napětí na šlachu.  
U dospělé kosti a rohovky vytvářejí pravidelně vrstvené struktury, přičemţ jednotlivé vrstvy 
jsou na sebe kolmé. Pojivové tkáně samy určují velikost a uspořádání kolagenových fibril. 
Buňky mohou provést expresi jednoho nebo více genů pro různé typy fibrilárních 
prokolagenových molekul a mohou také regulovat jejich rozmístění po sekreci. Nakonec je 
stupeň zesíťování menší nebo větší podle poţadované pevnosti v tahu. [23] 
2.5.2 Degradace  
Při degradaci neboli proteolýze se jedná o částečný nebo úplný rozklad kolagenu  
na menší části (peptidy) a na aminokyseliny, jeţ mohou být opět vyuţity při jeho syntéze. 
K samotnému rozkladu můţe dojít několika způsoby: 
1) Hydrolytická degradace 
Kolagen v roztoku podléhá tomuto typu degradace doprovázené ztrátou mnoha fyzikálních 
vlastností. Hlavními faktory ovlivňujícími rychlost tohoto rozkladného procesu jsou teplota, 
pH systému a částečně vnitřní tlak v roztoku a povaha rozpouštědel, které mohou být 
přítomny. Závislost hydrolýzy na teplotě je taková, ţe s rostoucí teplotou rychlost hydrolýzy 
roste. Pokud pH systému je neutrální, postupuje degradace pomaleji  
neţ v případě pH kyselého či zásaditého. Při hydrolýze dochází jak ke štěpení kovalentních 
vazeb, zejména esterových, tak se současně štěpí i vazby peptidické. Při kyselé hydrolýze je 
štěpení obou těchto typů vazeb téměř stejné, naopak u alkalické hydrolýzy je počet 
rozštěpených peptidových vazeb mnohem menší. [23] 
2) Enzymatická degradace 
Nativní kolagen je odolný vůči působení běţných proteolytických enzymů s výjimkou  
tzv. kolagenáz, které štěpí peptidové řetězce kolagenu. Mezi kolagenázy řadíme 
metaloproteinázy obsahující zinek a zpravidla vyţadující vápník jako kofaktor nebo enzymy, 
jeţ byly izolovány ze specifických bakterií. Dále například ţelatinázy, které štěpí primární 
fragmenty na malé peptidy a aminokyseliny či elastázy a katepsiny. [31] 
Fibrily jako agregáty kolagenových molekul jsou na počátku degradovány z vnějšku. 
Kolagenáza se pevně váţe na triple-helix a narušuje jeho sekundární strukturu. Kaţdý 
peptidový řetězec je pak schopen zaujmout větší počet konformací, a tím se svou orientací 
přizpůsobit aktivnímu centru enzymu, tudíţ se zpřístupní téměř všem proteolytickým 
enzymům. Ty přednostně hydrolyzují vazby obsahující aromatické zbytky, jiné zase štěpí 
vazby peptidové, estery nebo amidy. [23] 
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3) Oxidační štěpení 
Oxidační štěpení je sloţitější proces neţ hydrolytická degradace. Oxidační štěpení je 
zaloţeno na reakci činidla s kolagenem, kde se pro různé oxidační stavy značně liší. 
Příslušné činidlo např. peroxid vodíku, jodistan sodný, ţelezokyanatan sodný a podobně 
atakuje sacharidy, jeţ jsou obsaţeny v molekule. [23] 
2.6 Samouspořádavací proces 
Samouspořádávání molekul získalo v posledním desetiletí velkou pozornost, jelikoţ 
počet aplikací a produktů zaloţených na tomto principu stále vzrůstá. Jedná se  
o proces, při kterém komponenty, samostatné nebo propojené, spontánně za rovnováţných 
podmínek vytvářejí stabilní, strukturálně dobře definované agregáty propojené 
nekovalentními vazbami (van der Waalsovy interakce, hydrofobní interakce, vodíkové 
můstky). Uspořádávání makromolekulárních komplexů, ať uţ (nekovalentní) polymerací 
stejných monomerů či koalescencí struktur tvořených několika různými sloţkami, je 
poháněno schopností podjednotek vzájemně se vázat konkrétním způsobem. Výsledkem je 
vysoce uspořádaná struktura, která vznikla za účelem dosaţení minimální volné energie 
prostřednictvím minimalizace odpudivých a maximalizace atraktivních molekulárních 
interakcí. [55, 56, 57, 58, 59] 
Samouspořádávání je rovnováţný proces, který představuje rovnováhu mezi 
odpudivými a přitaţlivými silami. Termodynamika tohoto procesu můţe být vyjádřena rovnicí 
pro Gibbsovu  volnou energii (  ): 
                                                                                                                                                                 
kde    je změna entalpie, která z velké části závisí na potenciální energii, resp. 
mezimolekulárních silách mezi subjekty,   je termodynamická teplota a    je změna entropie 
spojena s tvorbou hierarchického uspořádání. Entropie je termodynamickou veličinou, jeţ 
představuje pravděpodobnost moţných stavů daného systému. Obvykle je vyjadřována 
vztahem: 
                                                                                                                                                                          
kde    je Boltzmannova konstanta a   vyjadřuje počet mikrostavů charakterizujících daný 
makrostav. Jelikoţ je tento proces doprovázen zvyšováním uspořádanosti systému, tudíţ 
musí být nevýhodný z entropického hlediska. Uspořádávání je obvykle (ale ne vţdy) 
doprovázeno poklesem entropie (    ), přičemţ musí být negativní i entalpie ((    ). 
Z rovnice vyplývá, ţe uspořádávání se stane méně pravděpodobným, pokud se velikost     
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blíţí hodnotě   , také nad kritickou teplotou nedochází k samovolnému procesu. 
Samouspořádávání je spontánní proces pouze tehdy, jestliţe     . V systémech 
s konstantním objemem a teplotou (např. reakce se uskutečňuje v uzavřených nádobách), 
bývá    nahrazováno Helmholtzovou volnou energií (   . [55, 59, 60] 
2.6.1 Fibrilogeneze 
Fibrilogeneze kolagenu je tepelně řízený proces, jeţ je poháněn nekovalentními 
interakcemi, které jsou reverzibilní změnou teploty nebo podmínkami v roztoku. 
Uspořádávání je podporováno oteplováním a naopak zvráceno chlazením. Jedná se  
o endotermní proces, jeţ je řízen entropií. Velký nárůst entropie byl přisouzen porušení 
vodného obalu, který obklopuje molekuly kolagenu. Tento obal je stabilizován vodíkovými 
můstky mezi molekulami vody, zejména v přítomnosti hydrofobních aminokyselinových 
zbytků, a také vodíkovými můstky mezi molekulami vody a dalšími polárními zbytky. 
Porušení tohoto obalu vede k zvýšení neuspořádanosti (náhodnosti) molekul vody, a tudíţ 
dochází k zvýšení entropie systému. Ve stejnou chvíli se makromolekuly stanou více 
uspořádané v důsledku slabých nekovalentních interakcí, ale tato negativní změna je 
kvantitativně mnohem menší neţ nárůst pozitivní pro okolní molekuly. Nárůst entropie je také 
spojen se zvýšením kinetické energie kolagenu i vody, kdyţ je do systému dodáváno teplo. 
[41, 61, 62] 
Komerčně dostupné fibrilární kolageny jsou dvojího typu. Kyselinou solubilizovaný 
kolagen (tropokolagen) má neporušené telopeptidy, díky jejichţ pomoci se iniciuje 
fibrilogeneze za vzniku dlouhých cylindrických forem. Druhým typem je kolagen 
solubilizovaný pepsinem (atelokolagen), jeţ má porušeny nespirálové telopeptidy. Kolagen 
vyuţívající se pro konstrukci gelů in vitro je připravován namáčením tkání bohatých  
na kolagen v roztocích zředěných kyselin (kyselina octová) či do roztoků neutrálních solí 
(pufrů) s menším výtěţkem po dobu několika dnů. Výsledkem je pak rozpustný kolagen  
ve formě monomerů či částečně zesíťovaných agregátů, jeţ obsahují několik 
intramolekulárních příčných vazeb (dimery, trimery, případně vyšší formy). Agregáty tvořené 
5 – 17 monomery, tzv. mikrofibrily si mohou stále zachovávat svou rozpustnost. [48, 63, 64] 
Fibrilární kolageny jsou ve vodě rozpustné pouze tehdy, je-li pH roztoku nízké, např.  
ve zředěné kyselině. Pokud je pH roztoku upraveno na neutrální hodnotu a teplota zvýšena 
na fyziologickou (37 °C), dochází ke spontánnímu vytváření fibril, směřující aţ k tvorbě gelu. 
Mechanismus, kterým se molekuly kolagenu uspořádávají do fibril, byl předmětem výzkumu 
od roku 1950. Velikost vláken (délka, průměr), jejich chemické interakce, mechanismus 
agregace jakoţ i výsledná mikrostruktura jsou upravovány na základě následujících 
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parametrů: sloţení roztoku, přítomnost látek, pH, teplota, tlak, iontová síla, neporušenost 
telopeptidů. [41, 63, 65] 
Vzniklé fibrily mohou být unipolární (všechny molekuly směřují stejným směrem) nebo 
bipolární (na některých místech dochází k otočení molekuly). Unipolární fibrily jsou vytvářeny 
kyselinou solubilizovaným kolagenem. Zahřejeme-li takovýto roztok na teplotu  
20 – 34 °C vytvoří se v průběhu několika hodin gel, v němţ vykazuje uspořádání 
tropokolagenových molekul ve fibrilách D-periodicitu. Při 34 °C jsou průměry fibril obvykle 
v rozmezí 20 – 70 nm. Při teplotách niţších (kolem 20 °C) vznikají fibrily s průměrem aţ  
200 nm. Vzorky konečných gelů obsahují velmi dlouhé fibrily se zúţenými konci, jeţ nejsou 
příliš pozorovatelné. [64] 
 
 
Obrázek 17: Unipolární fibrily vytvářeny in vitro z kyselinou solubilizovaného kolagenu. TEM snímek 
(a) unipolární fibrily, (b) fibrilárního gelu. [64] 
2.6.2 Kinetika samouspořádávání a její studium 
Tvorba kolagenových fibril v roztoku byla zkoumána pomocí světelné a elektronové 
mikroskopie. Společně tyto studie ukazují, ţe sestava fibril je třístupňový proces, který 
zahrnuje iniciaci tvorby fibril, laterální růst fibril a boční sdruţení fibril do síťové struktury. 
Přečištěný kolagen I ve fyziologickém roztoku se zahříváním spontánně uspořádává  
do fibril.  Tento proces probíhá přes řadu meziproduktů, avšak monomerní kolagen přispívá 
pouze k tvorbě počátečních agregátů. První agregáty tvořící se v procesu gelace jsou dimery 
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s 4D-periodicitou (4D dimery). Následně dimery rostou na délku přidáním dalšího monomeru 
za vzniku 4D trimerů. Několik trimerů se poté začne sdruţovat laterálně, čímţ vzniknou širší 
meziprodukty. Přibliţně pět 4D trimerů formuje mikrofibrily, které se následně laterálně 
spojují za vzniku subfibrilárních struktur. Dalším pozorováním bylo zjištěno, ţe výsledné 
fibrily vznikají laterálním seskupováním subfibril. Fibrily se dále mohou spojovat  
do svazků vláken (sloţených ze dvou nebo více fibril), jejichţ propojením vzniká fibrilární síť. 
[66, 67, 68] 
 
Obrázek 18: Fibrilogeneze kolagenu I odvozena pomocí elektronové mikroskopie a rozptylu světla. 
Jednotlivé monomery nejprve interagují za vzniku 4D dimerů a trimerů (nahoře). Dalším krokem je 
jejich laterální spojování za vzniku agregátů skládajících se z 5 trimerů či 15 molekul. Dalším 
spojováním vznikají větší centrální struktury fibrily (dole). [66] 
Kinetika samouspořádávání kolagenu do fibril můţe být monitorována měřením 
zákalu (turbidity), který je přibliţně úměrný mnoţství vytvořených fibril. Toto uspořádávání  
in vitro bylo sledováno pomocí změn v rozptylu světla, díky němuţ byly prokázány 3 fáze: 
klidová fáze (lag fáze), růstová fáze a fáze stacionární (plateau). Tyto fáze se odráţejí  
na tvaru křivek představujících závislost turbidity na čase během procesu gelace. Křivky jsou 
obecně sigmoidální a zobrazují klidovou fázi (nukleace) vyznačující se téměř ţádným  
či nepatrným nárůstem zakalení roztoku. Následuje růstová fáze, ve které se rychle zvyšuje 
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optická hustota roztoku, neţ se je dosaţeno plateau, jelikoţ je dostupný kolagen vyčerpán. 
Hodnota plateau je sloţitou funkcí velikostí fibril, velikostí svazků a jejich počtem. Navíc 
měřením turbidity nelze odhalit podrobnosti o počtu vláken či jejich velikosti, ale také nemůţe 
odráţet spojení fibril či svazků (chemické nebo fyzikální), jeţ se můţe vyvinout v pozdějším 
stádiu gelace. [64, 68, 69] 
 
Obrázek 19: Schéma linerárního a laterálního růstového modelu pro fibrilogenezi kolagenu I. Molekuly 
kolagenu jsou značeny symbolem N─C, kde N a C jsou N- a C- konec a Ms je molekulová hmotnost. 
Krok I a II zahrnuje vznik 4D dimerů a lineární růst těchto počátečních agregátů. Krok III představuje 
laterální sdružování lineárních agregátů postupným způsobem tak, že rychlost změny molekulové 
hmotnosti se zvyšuje v každém následném kroku. Úzké fibrily jsou vytvořeny na konci kroku III  
a následně jsou ovinuty kolem sebe v kroku IV, čímž se zvyšuje fibrilární průměr. Růst je ukončen, 
když už nejsou k dispozici další fibrily. [69] 
Kdyţ monomery kolagenu interagují za vzniku 4D dimerů a trimerů, není v podstatě 
těmito dlouhými rovnými agregáty generována ţádná turbidita, protoţe světlo rozptýlené 
jedním koncem destruktivně interferuje s jiným rozptýleným světlem. Z tohoto důvodu nejsou 
tyto agregáty pozorovatelné v běţném turbidimetrickém měření díky malé změně zákalu 
během klidové fáze. V růstové fázi in vitro procesu dochází k laterální agregaci dimerů  
a trimerů do struktur s D-periodicitou. Takovéto spojování agregátů je zodpovědné  
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za značný nárůst turbidity během růstové fáze. Mechanické a optické vlastnosti gelu vykazují 
také sigmodiální tvar s časem. Například turbidita gelu (měřeno rozptylem světla):   
                                                                             
                                                                               
kde   je hmotnostní podíl vysráţeného kolagenu (přímo úměrný turbiditě),   je rychlostní 
konstanta,   je doba gelace a   je konstanta, vztahující se k nukleaci. [63, 66] 
 Pro vývoj mechanických vlastností (viskoelasticity gelu) při procesu gelace se 
nejčastěji vyuţívá oscilační reologie. Zkoumání rovnováţné struktury se provádí pomocí 
rastrovací elektronové mikroskopie (SEM), mikroskopie konfokální reflektance (CRM)  
či konfokální fluorescenční mikroskopie (CFM). Srovnání CRM a reologie v průběhu gelace 
poskytuje nové informace o strukturách, které mají vliv na výsledné mechanické vlastnosti 
kolagenových gelů. [68] 
2.6.3 Faktory ovlivňující kinetiku a morfologii 
Podmínky pro tvorbu fibril nativního typu jsou v rozmezí pH 5,0 – 8,5, iontové síly  
0,1 – 0,8 a teploty 15 – 37 °C. Na kinetiku samouspořádávání a výslednou strukturu 
kolagenových fibril má vliv řada faktorů: pH, teplota, iontová síla, koncentrace kolagenu, 
přítomnost jiných látek či přítomnost telopeptidů. [62, 65, 69] 
1) pH 
Obvykle zvyšování pH mezi hodnotou 6 – 8 způsobuje sníţení doby klidové fáze i přesto, ţe 
celkový náboj kolagenu I se v tomto intervalu výrazně nemění. Od hodnoty 6,9 – 9,2 se 
projevuje nejvyšší rychlost fibrilogeneze. Při nízkých hodnotách pH, kdy je tvorba silně 
inhibována, fibrilární gel má relativně malou pevnost. Pod pH 4,6 i nad 10,3 dochází 
k pomalejší laterální agregaci v růstové fázi neţ při pH 7,9, z čehoţ vyplývá, ţe k této 
agregaci dochází nejrychleji při pH, kdy se minimalizuje celkový náboj. pH roztoku ovlivňuje 
také stabilitu kolagenových vláken, stejně jako jejich průměr či D-periodicitu. Ze studií vlivu 
pH na velikost fibril se ukazuje, ţe fibrily vytvořené při kyselém pH mají větší fibrilární 
průměry, neţ při zásaditých či neutrálních hodnotách pH. Při hodnotách pH v rozmezí 5 – 6 
dochází k vytvoření velkých vřetenovitých svazků vláken s D-periodicitou. Zvýšením pH  
na hodnotu 7 – 9 se získají paralelně orientovaná vlákna s D-periodicitou. [62, 69, 70] 
2) Teplota 
Zvýšení teploty sniţuje dobu klidové faze, a proto urychluje buď iniciaci nebo lineární růst. 
Teplotní nezávislost klidové fáze po velmi krátku dobu při vysoké teplotě je důkazem, ţe 
jednou vytvořené počáteční agregáty jsou stabilní i při teplotě 4 °C. Efekt teploty na rychlost 
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samouspořádávání nad teplotou 37 °C je opačný neţ pod touto teplotou. V rozmezí  
37 – 40 °C se výrazně sniţuje turbidita propagace, naopak turbidita klidové fáze se s teplotou 
zvyšuje. Z řady studií take vyplývá, ţe teplota má vliv na morfologii fibril. Fibrily vytvořené  
při 37 °C mají symetrické velmi zúţené konce. Fibrily vzniklé při teplotě 29 – 32 °C mají větší 
fibrilární průměry. [69] 
3) Přítomnost/absence telopeptidů 
Neporušenost telopeptidů má značný vliv na fibrilogenezi kolagenu, především na jejich 
nukleaci a růst. Tropokolagen, jeţ má neporušené telopeptidy tvoří fibrily rychleji, neţ 
atelokolagen. Důleţitou roli hrají telopeptidy také při tvorbě kovalentních příčných vazeb 
mezi monomerními molekulami kolagenu, ale vedou i k rozdílným fyzikálním vlastnostem 
připravených gelů. Ztráta uniformity průměru či změna v uspořádávání fibril byly pozorovány 
v závislosti na rozsahu porušení N- a C- telopeptidů. Gel vzniklý z tropokolagenu je tvořen 
sítí rovných dlouhých cylindrických fibril, naopak u atelokolagenu jsou fibrily mírně zkroucené 
a síť je houbovitého charakteru. Kyselinou solubilizovaný kolagen vytváří silnější polymerní 
síť. [69, 71, 72] 
4) Efekt koncentrace 
Postupným zvyšováním koncentrace kolagenu v rozsahu 0,1 – 10 mg/ml se urychluje lineární 
i boční růst. Rychlost a rozsah fibrilogeneze in vitro je určena koncentrací lineárních 
agregátů. Závislost doby klidové fáze na koncentraci pravděpodobně souvisí s iniciací, tzn. 
efektu koncentrace na rovnováhu lineárních dimerů a na rychlost konverze dimerů  
na lineární trimery. V ţivých tkáních se koncentrace kolagenu pohybuje v rozsahu  
40 – 300 mg/ml. Nad kritickou koncentrací 80 – 85 mg/ml se vytvářejí lyotropní tekuté 
krystaly. [69] 
2.6.4 Kinetické modely 
Pro popis kinetiky lze vyuţít Avramiho rovnici, která popisuje, jak jsou pevné částice 
transformovány z jedné fáze do jiné při konstantní teplotě. Tato rovnice je také známa jako 
Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK) a obecně se uplatňuje pro izotermicky probíhající 
děje, přičemţ lze aplikovat i na fázové transformace, jeţ probíhají procesem nukleace  
a růstu. [73, 74] 
 Samouspořádávání kolagenu lze povaţovat za fázovou transformaci. Při jeho studiu 
bylo pozorováno, ţe během počáteční fáze tyčinkovitá vlákna, která jsou náhodně 
uspořádány, rychle rostou do podlouhlých klastrů. Tato počáteční fáze se projevuje 
zvýšením viskozity roztoku. Následně dochází k růstu klastrů protahováním jednotlivých 
vláken na obou koncích i laterálním sdruţením nových vláken. Výsledné klastry se poté 
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vzájemně propojují. I kdyţ počátek tohoto stavu není moţné vizualizovat pomocí fázové 
kontrastní mikroskopie, pruţné chování poukazuje na zapletení a propojení klastrů. [75] 
 Fázové přeměny obecně zahrnují změnu struktury či sloţení systému. Kinetiku tohoto 
procesu lze rozdělit do několika fází: vznik zárodků (nukleace), jejich další růst  
a vytváření agregátů. Při nukleaci se nová fáze (β) objevuje pouze na některých místech 
v metastabilní mateřské (α) fázi. Nukleace můţe být homogenní, tzn. dochází k  ní 
spontánně a náhodně bez preference nukleačních míst či heterogenní, která se vyskytuje  
na preferenčních místech jako nečistoty, stěny nádoby apod. Počáteční malá rychlost lze 
připsat době potřebné k vytvoření kritického mnoţství nukleí nové fáze. Přechodné období je 
velmi rychlé, jelikoţ dochází k jejich růstu, zatímco se další nuklea vytvářejí ve zbývající 
mateřské fázi, která se postupně spotřebovává. Jakmile se v systému nachází málo 
netransformované fáze, začne se vytváření nukleí zpomalovat. Existující částice se následně 
spojují a růst se postupně zastavuje. [76, 77, 78] 
 
Obrázek 20: Schéma fázové transformace - vznik zárodků (nukleace), růst zárodků a vytváření 
agregátů. [78] 
 
Obrázek 21: Transformační diagram představující závislost množství nově vzniklé fáze [%] na době 
transformace [s] při konstantní teplotě. [79] 
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Kinetika tepelně aktivovaných fázových přeměn je nejčastěji popisována 
transformačními diagramy, jeţ jsou zkonstruovány na základě experimentálně zjištěných 
kinetických křivek. Tyto diagramy mají obvykle charakteristický sigmoidální tvar. Izotermická 
kinetická křivka vyjadřuje závislost mnoţství nově vzniklé fáze (   na době transformace (   
při dané transformační teplotě (  . Experimentálně získané údaje byly zpracovány metodami 
regresní analýzy a pro jejich popis byl nalezen tzv. Avramiho vztah:  
                                                                                                                                                              
kde   je rychlostní konstanta reakce [s-1] a   je empirický parametr vyuţívaný ke srovnání 
reakčního mechanismu a je odvozen ze sklonu přímky linearizované formy Avramiho 
rovnice. [79, 80] 
                                                                                                                                               
 
Obrázek 22: Linearizací Avramiho rovnice získáme lineární závislost            na     (čase).  
Ze sklonu přímky lze odvodit konstantu    a extrapolací přímky s osou   hodnotu rychlostní konstantu 
 . [80] 
 
Tabulka 3: Hodnoty exponentu   Avramiho rovnice pro různé mechanismy krystalizace. [77] 
  Nukleace Růst 
1 heterogenní fibrilární 
2 heterogenní plošný 
2 homogenní fibrilární 
3 homogenní plošný 
3 heterogenní  sférolitický 
4 homogenní sférolitický 
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Jednodušší metodou pro stanovení přibliţné hodnoty rychlostní konstanty reakce je 
její výpočet podle Obr. 21 jako:   
                                                                                       
 
   
                                                                                   
kde     je čas, ve kterém mnoţství nové fáze odpovídalo 50ti %. [76] 
2.7 Gely 
V oblasti polymerů je gel vytvářen tehdy, pokud jsou polymerní řetězce spojeny  
do stálé 3D sítě stabilizované pomocí příčných vazeb chemické či fyzikální povahy.  
Při absenci těchto vazeb je vytvoření sítě dáno topologickými interakcemi (zapleteninami) 
mezi řetězci. V důsledku toho jsou od sítě očekávány viskoelastické vlastnosti spíše neţ 
gelovité, reologické. Na druhé straně, mnoho systémů, jeţ se skládají z nanometrických 
vláken nebo řetězců vykazují reologii gelových permanentních sítí, a to i v nepřítomnosti 
příčných vazeb. Lineární vlákna mohou skutečně tvořit gely prostřednictvím topologických 
interakcí za předpokladu, ţe vlákna jsou dostatečně dlouhá a tuhá (tyčinkovitá nebo 
červovitá) a časově perzistentní. Před několika desítkami let poskytl Flory definici gelu 
(perkolační model). Gel je vytvořen prostřednictvím zesítění molekulárních jednotek, více  
či méně náhodně distribuovaných v prostoru do trojrozměrné sítě.  V poslední době se však 
stále více pozornost zaměřuje na molekulární gely, jeţ jsou tvořeny malými organickými 
molekulami, peptidy či globulárními proteiny. [81]   
Podle povahy sil, které působí na soudrţnost síťovité struktury, se gely rozdělují  
na fyzikálně síťované gely a gely s kovalentními vazbami. Fyzikálně síťované gely vznikají 
spojováním úseků polymerních řetězců působením fyzikálních sil (van der Waalsovy, 
vodíkové můstky) do uzlů nebo uzlových oblastí. K asociaci mezi jednotlivými řetězci 
dochází, sníţi-li se afinita k rozpouštědlu některých skupin nebo sekvencí. Jestliţe je 
asociace makromolekul nepravidelná, náhodná, vznikají fyzikálním síťováním amorfní gely. 
Při vzniku gelu se části lineárních makromolekul mohou ukládat rovnoběţně a tím se  
v těchto oblastech vytváří krystalická mříţka.  Vznikají gely, ve kterých se střídají oblasti se 
strukturou krystalickou tzv. krystality, s oblastmi amorfními. Kromě spojování 
makromolekulárních řetězců působením fyzikálních sil můţe docházet ke tvorbě gelů také 
geometrickým síťováním, tzn. mechanickým propletením řetězců v důsledku tepelného 
pohybu. Uzlové oblasti fyzikálně síťovaných gelů se liší strukturou, velikostí a hlavně 
pevností a dobou trvání, coţ má velký vliv na vlastnosti vzniklých gelů. Gely s pevnými spoji 
se pod mechanickým napětím chovají obdobně jako gely s kovalentními vazbami. [82]   
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Obrázek 23: Síťovitá struktura vysokomolekulárních gelů. (a) amorfni gel, (b) gel se 
submikroskopickými krystalickými obalstmi, (c) geometricky síťovaný gel.  [82] 
Kovalentně síťované gely představují nekonečnou trojrozměrnou síťovitou strukturu 
tvořenou chemickými vazbami, které můţe vzniknout vhodně uspořádanou polymerací 
monomer nebo z lineárních polymer zesíťováním za přítomnosti vhodného činidla. Struktura 
gelů s chemickými vazbami je velmi pevná. [82]   
 
Obrázek 24: Kovalentně síťované gely. [82] 
Meziřetězcové topologické interakce mezi dlouhými flexibilními polymery jsou 
nazývány jako zapleteniny. Reptační teorie od de Gennes a Doi-Edwards popisuje, jak 
pohyb daného řetězce je ovlivněn okolními řetězci a jeho je omezen na trubku, kopírující tvar 
řetězce. Tento model naznačuje, ţe uvolnění řetězců z jejich trubek reptačním pohybem 
určuje časový rámec pro relaxaci napětí. Hlavní predikce tohoto jednoduchého modelu je, ţe 
relaxační čas    je úměrná třetí mocnině molekulové hmotnosti polymeru   (    ). [81]   
Typický systém pro vznik vláknitého gelu zahrnuje peptidy či proteiny v roztoku (voda) 
při laboratorní teplotě, tento roztok je označován také jako sol. Za specifických podmínek 
jako je teplota, koncentrace solí a jiné dochází k samouspořádávání proteinu  
do vláken a poté i do elastického gelu. Pro vysvětlení vzniku molekulárních či proteinových 
gelů se vyuţívá analogie se zesítěnými polymery (Floryho model), ve kterých existují příčné 
vazby. Tři moţnosti, díky nimţ dochází v proteinových gelech k zesítění jsou: (a) přitaţlivé 
síly v místě překrytí, (b) spojovací oblast mezi sousedními vlákny, (c) zablokování v uzlové 
oblasti. První moţnost nastává, kdyţ se sousední vlákna kříţí v místě spojení, čímţ můţe 
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vzniknout slabá přitaţlivá interakce. Druhá moţnost naznačuje, ţe spojovací oblast mezi 
sousedními vlákny vznikla spojováním vláken do axiálních svazků nebo v důsledku jejich 
kroucení. V případě ţe jsou vlákna rigidní, můţe nastat jejich zaseknutí do sousedních 
vláken, čímţ dochází ke vzniku rozvětvených sítí. [81]   
 
Obrázek 25: Tři možnosti vzniku zesítění v molekulárních gelech. (a) v místě překřížení vznik slabé 
přitažlivé interakce, (b) spojovací zóna  v důsledku spojení či kroucení vláken, (c) uvíznutí vláken  
do sebe navzájem. Ve všech případech výsledkem je, že body zesítění slouží k imobilizaci vláken. [81] 
2.7.1 Elasticita polymerních sítí 
Gely vykazují vlastnosti pevných i kapalných látek, tzn. jsou viskoelastické. Voda  
v hydrogelech z nich dělá makroskopicky nestlačitelné látky a umoţňuje gelům téct jako 
kapaliny; polymerní síťové struktury poskytují naopak mechanickou oporu. Třídimenzionální 
síť tvořena dlouhými flexibilními polymerními řetězci ve spojovacích oblastech je 
nejdůleţitější molekulární charakteristikou, aby bylo dosaţeno kaučukového chování. 
Výsledný materiál pak disponuje jedinečnými vlastnostmi. Na mechanické vlastnosti  
a odolnost vůči působení rozpouštědla má vliv schopnost materiálu odolávat velkým  
a reverzibilním (elastickým) deformacím. Další specifickou vlastností je, ţe pokud molekuly 
rozpouštědla pronikají do polymeru, dochází k jeho bobtnání spíše neţ rozpouštění. [83, 84]   
Elasticita flexibilních polymerních gelů je popsána pomocí teorie kaučukové elasticity. 
Tato teorie popisuje odolnost vůči deformaci vedoucí ke sníţení konformační entropie 
v důsledku měnící se vzdálenosti konců jednotlivých vláken. V klasickém přístupu, jeţ byl 
vyvinut Kuhnem a dalšími, je velikost deformace samostatného polymeru odvozena  
od makroskopicky indukované deformace afinním způsobem. Na základě tohoto 
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předpokladu je problém redukován na výpočet pro samostatný řetězec. Tuhé polymery,  
na rozdíl od polymerů flexibilních, jsou vysoce anizotropní v elastické odezvě a mohou být 
charakterizovány dvěma kvalitativně odlišnými deformačními módy. Lineární odezva 
longitudiálních sil (protahování nebo stlačování) je vzhledem k přítomnosti tepelně 
excitovaných vlnění podobná (izotropní) tuhosti flexibilních polymerů. Výsledná konstanta 
tuhosti tuhého polymeru konturové délky    je         
 , kde    je délka perzistence (    
   . 
Odpor polymeru vůči působení transverzálních sil (ohyb) má převáţně energetický efekt, coţ 
vede ke zvýšení energie, nikoli entropie. Odpovídající konstanta tuhosti je teplotně nezávislá, 
     
  . [85]   
 
Obrázek 26: Schéma tuhé polymerní sitě, kde délka vláken je     a vzdálenost mezi segmenty 
příčných vazeb   . Působení vnějších sil na tuhé polymery je anizotropní a je charakterizováno 
konstantou tuhosti při roztahování    a ohýbání   . [85] 
 Obecně platí, ţe protahování či stlačování je afinní deformací gelů, zatímco ohýbání 
můţe vést k neafinní deformaci. Afinní deformace představuje mechanickou odezvu  
s rovnoměrnou deformací  , tzn. ţe lokální mikroskopická deformace je shodná s globální 
makroskopickou deformací aplikovanou na materiál. Tato představa je znázorněna  
na Obr. 27, který představuje příčný řez polymerním gelem za smyku. [84]   
Statistický mechanický model kaučukové elasticity musí zahrnovat tři hlavní znaky: 
(a) spojená síť flexibilních řetězců, (b) zapleteniny, (c) konečný objem řetězců. Lokalizační 
model (LM) je model, který se přímo zaměřuje na tyto znaky. LM je zaloţen na dvou 
aproximacích: (1) elastická volná energie          sítě připadající na jednotku objemu musí 
být úměrná počtu řetězců na jednotku objemu (   , kde           je elastická volná energie 
řetězce a (2) síť je tvořena Gaussovými řetězci. [86] 
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Obrázek 27: Ilustrace afinní a neafinní smykové deformace polymerního gelu. Šedé kroužky 
představují výchozí stav bez působení vnějšího zatížení. Působením smykové síly na horní plochu 
gelu, dochází k jeho deformaci. Jestliže je gel deformován afinním způsobem, posun je dán zelenými 
kroužky (leží podél šikmé čárkované čáry). Pokud se gel deformuje neafinním způsobem (reálné gely), 
je posun naznačen červenými kroužky, tzn. do náhodných pozic. Neafinní odchylka  ⃗  je definována 
jako rozdíl mezi skutečným a afinním posunem sledovaných kroužků. [84] 
 Elasticita flexibilních polymerních sítí je často charakterizována deformačním 
měknutím a pozitivním normálovým napětím, zatímco tuhá vlákna vykazují deformační 
zpevnění a negativní normálové napětí. Deformace těchto sítí vede k rozdílným efektům, 
jako je například zborcení sítě a její následná obnova po odstranění působícího zatíţení  
či elastická odezva na rychlost deformace sítě. Mohou také nastat nevratné deformační 
účinky jako jsou lomy či plastický tok, pokud jsou materiály vystaveny velkým deformacím. 
[86] 
2.8 Dynamika polymerních roztoků 
Ideální řetězec je nejjednodušší model vyuţívající se k popisu polymerů, kdy mezi 
jednotlivými segmenty i segmenty a okolním prostředím neexistuje ţádná interakce. 
V polymerních taveninách při dostatečně vysoké teplotě nebo v polymerních roztocích 
probíhají vnitřní rotace s velkou frekvencí. Konformační chování takových řetězců je moţno 
přibliţně popsat zjednodušeným modelem, tzv. volně skloubeným řetězcem. Je sloţen 
z nehmotných vazeb, jejichţ počet je   a délka   a které mají zcela volnou rotaci, 
neomezenou valenčním úhlem. Daná vazba můţe se sousední vazbou svírat jakýkoli úhel. 
Orientace segmentů je naprosto nezávislá na ostatních a je zcela náhodná. K charakterizaci 
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velikosti řetězce lze vyuţít koncový vektor  ⃗ , který spojuje koncové segmenty polymeru. 
Koncový vektor je dán součtem všech vazebných vektorů, tj. součtem všech vektorů vazeb 
   . Pro  ⃗  platí: [87, 88, 89, 90, 91] 
                                                                                ∑  
 
   
                                                                                     
 
Obrázek 28: Schéma volně skloubeného řetězce. Koncový vektor  ⃗  je dán součtem vazebných 
vektorů     a určuje vzdálenost mezi koncovými segmenty. [91] 
Polymery jsou za normálních podmínek v neustálém tepelném pohybu a své 
konfigurace rychle mění. Je téměř nemoţné předpovědět okamţitou konfiguraci, ale 
průměrná hodnota 〈 ⃗ 〉 koncového vektoru je rovná nule. [89] 
                                                                                     〈 ⃗ 〉                                                                                        
 
Obrázek 29: V Gaussově řetězci jsou efektivní segmenty (Kuhnovy segmenty) (1) spojeny elastickými 
pružinami (2) s nulovou počáteční délkou. Pružiny se sestávají z bloků segmentů polymerního 
řetězce. V rovnovážném stavu jsou délky jednotlivých pružin rozdílné. [89] 
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Dalším modelem vyuţívajícím se k popisu je Gaussův řetězec, který stejně jako volně 
skloubený řetězec neobsahuje mikrostrukturní detaily. Gaussův řetězec přesně popisuje 
fyzikální vlastnosti spojené s dostatečně dlouhými řetězci či řetězci v malých deformačních 
oblastech. Velkou výhodou tohoto modelu je jeho matematická jednoduchost. Volně 
skloubený řetězec i Gaussův řetězec jsou v podstatě stejné pro popis fyzikálních vlastností 
dlouhých sekvencí polymerních řetězců. [90] 
 Polymerní dynamika slouţí k popisu chování polymerních řetězců v roztoku nebo 
tavenině. Ve zředěných roztocích je malá koncentrace polymeru, díky čemuţ jsou řetězce  
od sebe vzdáleny a nedochází k jejich překryvu. Naopak v koncentrovanějších systémech 
spolu řetězce vzájemně interagují a vytvářejí topologické interakce (zapleteniny). K popisu 
polymerní dynamiky je vyuţíváno několik modelů: Rouseho model, Zimmův model a reptační 
teorie. 
2.8.1 Rouseho model 
Rouseho model byl první vyvinutý model popisující konformační dynamiku ideálního 
řetězce. Rouseho model slouţí k popisu chování osamoceného polymerního řetězce 
(Gaussův řetězec) obsahující flexibilní opakující se jednotky pohybující se v efektivním 
viskózním prostředí (zředěný systém). Tři typy sil působí na kaţdou jednotku řetězce:  
(a) frikční síly, jeţ jsou přímo úměrné relativní rychlosti jednotek s ohledem na okolní 
prostředí, (b) síly vycházející z opakování stejných jednotek, (c) síly vzniklé díky Brownovu 
pohybu. Rouseho model popisuje efekt těchto sil na dynamiku polymeru. [87, 92] 
Řetězec v Rouseho modelu je tvořen   kuličkami propojenými harmonickými pruţinami 
střední kvadratické velikosti  . Kuličky vzájemně interagují prostřednictvím spojovací pruţiny, 
přičemţ lze kaţdou charakterizovat frikčním koeficientem  . Pro difúzní koeficient 
   Rouseho řetězce platí:   
                                                                  
  
  
 
  
  
                                                                            
kde   je Boltzmannova konstanta,   termodynamická teplota a    je celkový frikční koeficient 
Rouseho řetězce. Polymer difunduje do vzdálenosti odpovídající jeho velikosti  
za charakteristický čas, Rouseho čas   : 
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Po dobu kratší neţ je Rouseho čas vykazuje řetězec viskoelastické chování, naopak 
po delší dobu je pohyb řetězce pouze difuzivní. Polymery jsou fraktální objekty s velikostí 
vztahující se k počtu monomerů v řetězci podle vztahu: 
                                                                                                                                                                           
kde   je reciproká hodnota fraktální dimenze, pro ideální lineární řetězec      . Úplný 
výpočet relaxačního času ideálního řetězce byl publikován Rousem v roce 1953 v podobě: 
[87] 
                                                                               
   
     
                                                                               
2.8.2 Reptační teorie 
Dalším modelem vyuţívajícím se k popisu polymerní dynamiky je reptační teorie  
od de Gennes a Doi-Edwards. Tato teorie popisuje, jak je chování i pohyb řetězce ovlivněno 
řetězci okolními. Reptační teorie je vyuţívána v systémech, v nichţ se nacházejí topologické 
interakce (zapleteniny), které omezují pohyb daného řetězce na trubku, kopírující jeho tvar, 
tzv. primitivní cesta (průměrná trajektorie). Uvnitř této trubky se polymer chová jako Rouseho 
řetězec a jeho pohyb je analogický s pohybem hada. Tento křivočarý ohyb je tvořen difúzí 
malých smyček podél primitivní cesty a splňuje topologické omezení. [81, 87]   
 
 
Obrázek 30: Reptační teorie (vlevo). Schéma reptačního pohybu (vpravo). (a) tvorba smyčky na konci 
řetězce a odstranění koncového segment trubky, (b) propagace tvorby smyček podél obrysu trubky, 
(c) uvolnění smyčky řetězce na počátku a vytvoření nového segmentu trubky.  [87, 93] 
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 Pohyb polymeru je charakterizován Rouseho frikčním koeficientem   . Křivočarý 
difúzní koeficient    popisující pohyb řetězce podél trubky je jednoduše Rouseho difúzní 
koeficient řetězce: 
                                                                       
  
  
                                                                                  
Doba, za kterou řetězec difunduje ven z trubky průměrné délky 〈 〉 se nazývá reptační 
čas     : 
                                                                              
〈 〉 
  
 
     
    
                                                                    
kde    je počet monomerů v zapleteném řetězci. Předpokládá se, ţe reptační čas je úměrný 
třetí mocnině molekulové hmotnosti . Experimentálně bylo zjištěno: 
                                                                                              
                                                                           
Difúzní koeficient zapleteného lineárního řetězce je recipročně úměrný druhé mocnině 
molární hmotnosti. Experimentálně bylo zjištěno: [87]   
                                                                                     
  
 
                                                                            
2.9 Reologie  
Vědní obor reologie se zabývá deformovatelností a tokovými vlastnostmi látek 
(pevných i tekutých), jeţ jsou vyvolány působením vnějších sil. Ideální pevné látky se 
deformují elasticky a energie potřebná k jejich deformaci je plně vratná po odstranění 
působícího napětí. Ideální tekutiny se deformují nevratně – tečou. Energie potřebná 
k deformaci je rozptýlená v kapalině ve formě tepla a nelze obnovit odstraněním zatíţení 
systému. [94, 95]   
2.9.1 Elastické látky 
Hookův zákon popisuje pruţnou deformaci materiálu působením síly, za předpokladu 
malých sil a deformací, které po odlehčení zmizí. Lze jej formulovat ve tvaru: 
                                                                                                                                                            
Napětí   [Pa] je definováno jako síla   působící na jednotku plochy    a vyvolává 
deformaci   [-] nebo-li relativní prodlouţení při namáhání v tahu. Konstantou úměrnosti je 
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látková konstanta   [Pa], která se označuje jako Youngův modul pruţnosti (modul pruţnosti 
v tahu). Pro napětí a deformaci se uplatňují následující vztahy:  
                                                                                   
 
  
                                                                                        
                                                          
  
  
  
      
  
                                                                              
kde    je původní rozměr (délka) a    představuje prodlouţení (změna délky). Pro smyk lze 
zákon vyjádřit obdobně ve tvaru: 
                                                                                                                                                                           
kde   je smykové napětí,   smyková deformace a   je modul pruţnosti ve smyku. [96]   
2.9.2 Viskózní látky 
Matematickým vyjádřením tokových vlastností kapalin jsou reologické stavové 
rovnice, které zpravidla vyjadřují vztah mezi deformačním smykovým (tečným) napětím   
a deformací kapaliny (smykovou rychlostí  ̇). Mírou úměrnosti mezi napětím a rychlostí 
deformace je materiálová vlastnost viskozita  . Jejich grafickou podobou jsou tokové křivky. 
K popisu tokového chování se vyuţívá následujících reologických modelů. [94]   
2.9.2.1 Newtonské kapaliny 
Nejjednodušším modelem, který lze pouţít pro popis reologického chování během 
smykového namáhání, je Newtonův zákon: 
                                                                          
  
  
    ̇                                                                                
kde součinitel   je dynamická viskozita, charakterizující vnitřní tření newtonské kapaliny,  
   je vzájemná rychlost pohybu smykových rovin vzdálených o    a  ̇ rychlost deformace 
(rychlost smyku, smykový spád), charakterizuje tvarové změny v proudící tekutině. 
Při jeho definici vyjdeme z představy látky umístěné mezi dvěma deskami  
(Obrázek 31). Dolní deska je stacionární, horní deska se pohybuje rychlostí    vyvolanou 
smykovou sílou    působící v rovině desky s plochou  . [94, 97]   
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Obrázek 31: Tok mezi dvěma paralelními deskami během smykového namáhání. [94] 
Pro smykové napětí [Pa] a smykovou rychlost [s-1] se uplatňují následující vztahy:                                                                
                                                                                    
 
 
                                                                                         
                                                                                ̇   
  
  
                                                                                        
Látky řídící se Newtonovým zákonem jsou označovány jako newtonské, zpravidla 
sem patří látky nízkomolekulární. Dynamická viskozita  Pa∙s = kg∙m-1∙s-1 je látkovou 
charakteristikou, jejíţ hodnota s rostoucí teplotou klesá a s rostoucím tlakem roste.  
U newtonských látek je nezávislá na čase a rychlosti smykové deformace. Podíl dynamické 
viskozity  a hustoty tekutiny  se nazývá viskozita kinematická   [m2·s-1], která  
se vyuţívá při popisu dějů závisejících jak na viskozitě, tak na hustotě. [94, 97]   
                                                             


                                 (25)  
2.9.2.2 Nenewtonské kapaliny 
Vedle newtonských kapalin existují i kapaliny reologicky sloţitější, které  
se Newtonovým zákonem neřídí. Označují se proto jako nenewtonské kapaliny. Platí pro ně:  
                                                                               ̇                                                                                                                                                 
kde  je tzv. zdánlivá viskozita, která není látkovou konstantou, ale závisí na rychlosti 
deformace nebo tečném napětí. Korelace mezi smykovým napětím a smykovou rychlostí 
definuje tokové chování kapalin, coţ je graficky znázorněno pomocí tokových křivek.  
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Pro charakterizaci toku nenewtonských kapalin je nutno znát průběh závislosti      ̇  
v širším intervalu  ̇. [94, 95]   
 
Obrázek 32: Tokové a viskozitní křivky newtonských a nenewtonských kapalin. [96] 
Základní typy nenewtonských kapalin jsou: 
1) Pseudoplastické látky  
Zdánlivá viskozita se s rostoucím gradientem rychlosti změnšuje. Podle průběhu tokové 
křivky se někdy rozlišují dvě podskupiny: pravé pseudoplastické kapaliny a strukturně 
viskózní kapaliny, u nichţ lze stanovit dvě limitní zdánlivé viskozity. 
2) Dilatantní látky 
Zdánlivá viskozita roste s rostoucím gradientem rychlosti v důsledku lepšího uspořádání 
částic. Při malých napětích připomínají newtonské kapaliny, zvyšováním působící síly 
nastává náhlý vzrůst viskozity a gradient rychlosti zůstává při dalším zvyšování prakticky 
konstantní. Zpravidla je při procesech neţádoucí. [95]   
K vyjádření průběhu tokových křivek uvedených látek se uţívá mocninový zákon (Ostwald-
de Waele): 
                                                                                       ̇                                                                                  
   1 pro pseudoplasticitu,    1 pro dilataci,     pro newtonské látky 
kde K, n jsou empirické látkové parametry charakterizující vlastnosti toku kapaliny a závisejí 
pouze na teplotě. Parametr K se nazývá součinitel (koeficient) konzistence a parametr n je 
index (nebo exponent) toku. [94, 97]   
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Existují také kapaliny s časově závislou sloţkou deformace, které mění zdánlivou 
viskozitu s dobou působení napětí. Jejich tokové křivky jsou hysterezní, průběh  
při zvyšování napětí se liší od průběhu při jeho sniţování. Rozlišují se dva základní typy: 
1) Tixotropní látky  
Zpočátku jeví vysokou zdánlivou viskozitu, která s prodluţující se dobou působení napětí 
klesá. Je-li systém ponechán v klidu, původní struktury se opět obnovují a viskozita se 
asymptoticky blíţí původní hodnotě. Tento systém vykazuje hysterezní chování, tzn. průběh 
tokové křivky naměřené při pravidelném zvyšování napětí se nezhoduje s průběhem 
naměřeným při jeho sniţování. Na rozdíl od reopexie probíhá hysterezní smyčka ve směru 
pohybu hodinových ručiček.  
2) Reopektické látky 
Jejich zdánlivá viskozita během smykového namáhání s časem roste. Je-li systém ponechán 
v klidu, viskozita se postupně vrátí na původní nízkou hodnotu. Na rozdíl od tixotropie se 
s tímto chováním můţeme setkat jen zřídka. [94]   
 
Obrázek 33: Charakteristické křivky tixotropních kapalin. [95] 
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Dalším typem jsou binghamské kapaliny, tj. kapaliny s plastickou sloţkou deformace. 
Vůči malým napětím se chovají jako tuhá tělesa a deformují se jen elasticky. Po překročení 
prahového smykového napětí (mez toku, kluzu K ), dochází k rozrušování struktury  
a rychlostní gradient vzrůstá nejprve zvolna, aţ křivka dosáhne rychle stoupající přímkové 
části. Pro tyto kapaliny platí: [94]   
                                                                      ̇                                                                                 
2.9.3 Viskoelastické látky 
 Pro reologický popis látek, které leţí na pomezí mezi kapalinami a pevnými látkami, 
je nutno zavést mechanické modely kombinující vlastnosti obou druhů látek. Nejjednodušším 
takovým modelem je model lineární viskoelastické látky, který vznikne kombinací vlastností 
newtonovské viskózní kapaliny a hookovské elastické látky. Chování hookovské látky 
symbolizujeme spirálovou pruţinou, naopak chování newtonské látky se vystihuje pístem 
pohybujícím se ve viskózní kapalině. Nejjednodušší modely viskoelastických látek získáme, 
spojíme-li sériově či paralelně modely hookovské a newtonské látky. Vznikne tak model 
Maxwellův a Kelvinův (téţ Voigtův). Maxwellův model je tvořen sériovým uspořádáním 
elastického a viskózního tělesa. Na obě tělesa působí shodná síla a celková deformace je 
rovna součtu deformací obou těles. Kelvin-Voigtův model je tvořen paralelním uspořádáním 
těles, jeţ se deformují stejným způsobem. Celková deformující síla je rovna součtu sil u obou 
těles. [98]   
 
Obrázek 34: Reologické modely pro elastickou a viskózní látku. [99] 
 
Obrázek 35: Reologické modely pro viskoelastické látky (Maxwellův, Kelvin-Voigtův). [98] 
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Během reologických oscilačních testů je vzorek vystaven kontinuálnímu sinusoidnímu 
buzení buď deformačnímu (řízený reţim deformace) nebo smykovému namáhání  
při frekvenci  . V závislosti na typu buzení je měřena napěťová nebo deformační odezva 
jako funkce času. Jestliţe je signál aplikovaného napětí či deformace nízký, odezva vzorku 
bude také vykazovat sinusový tvar. Tato oblast se nazývá jako lineárně-viskoelastická  
a testy, jeţ jsou prováděny v tomto rozsahu, jsou povaţovány za nedestruktivní.  
V závislosti na druhu vzorku, aplikovaném sinusovém signálu a odezvě vzorku se 
objeví fázový posuv  . U čistě elastického materiálu se veškerá energie akumulovaná 
v materiálovém vzorku při zatíţení opět uvolní po odlehčení tohoto vzorku. Nedochází tedy 
k ţádné disipaci vloţené mechanické energie v teplo. U čistě elastického materiálu se 
amplituda napětí i deformace nachází ve fázi a pro čistě viskózní materiál je fázový posuv 
90° (    . Viskoelastické materiály mají odezvu částečně viskózní i elastickou, a proto má 
poměrná deformace      určité fázové zpoţdění vůči působícímu napětí     . Jejich fázový 
posuv se nachází v intervalu         . Je to způsobeno strukturálním tlumením 
materiálů, při kterém dochází k částečné přeměně vloţené mechanické energie v teplo. [96, 
100, 101, 102]   
 
Obrázek 36: Dynamický oscilační test. [101] 
Pro napětí a poměrnou deformaci při viskoelastickém chování platí: 
                                                                                                                                                             
                                                                                                                                                                    
 
Komplexní modul    (absolutní dynamický) je dán poměrem maximálního napětí  
a maximální deformace:  
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kde    je elastický modul (reálná, storage) a     je viskózní modul (imaginární, loss). Reálná 
sloţka komplexního modulu charakterizuje pevnostní vlastnosti materiálů, imaginární sloţka 
tlumicí vlastnosti materiálů. Obě sloţky jsou funkcí frekvence kmitání při harmonickém 
namáhání a jsou vyjádřeny rovnicemi: 
                                                                                                                                                                      
                                                                                                                                                                      
Potom komplexní modul pruţnosti    skládající se z reálné a imaginární sloţky je dán 
vztahem: [102, 103]   
                                                                                                                                                                    
 
Obrázek 37: Vektorové znázornění komplexního modulu   rozloženého na dvě složky – reálná složka 
  elastický modul a imaginární složka    ztrátový modul. [103] 
Poměrem imaginární sloţky komplexního modulu pruţnosti k jeho reálné sloţce je definován 
činitel vnitřního tlumení     : 
                                                                                    
   
  
                                                                                     
 
Činitel vnitřního tlumení je tedy bezrozměrná veličina, která slouţí k popisu materiálů  
z hlediska schopnosti tlumení mechanických vibrací. Z rovnice (63) je zřejmé, ţe velikost 
činitele vnitřního tlumení závisí na velikosti fázového posunu   mezi napětím a poměrnou 
deformací. Při niţších hodnotách fázového posunu (tzn. při   → 0) převaţují elastické 
vlastnosti, naopak při vyšších hodnotách fázového posunu (tzn. při   →    ) převaţují 
tlumicí vlastnosti u viskoelastických materiálů. [102]   
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2.9.4 Rotační reometr 
Obecně se rotační viskozimetry vyuţívají pro měření při nízkých rychlostech 
smykových deformací (10-2 – 102 s-1). Reometr řadící se do této skupiny je laboratorní 
přístroj, který slouţí ke zjišťování tokových vlastností kapalin, u nichţ není moţná 
charakteristika jedinou hodnotou viskozity. Během zkoušky se na vzorek látky aplikuje 
smyková deformace, přičemţ se měří vlastnosti tečení vzorku (smyková viskozita  
při rotačních testech) nebo dynamické materiálové vlastnosti (viskoelastický modul a fázový 
úhel při oscilačních testech). Měřicí systém reometru je sloţen z několika vyměnitelných 
geometrií, jeţ slouţí k interakci vzorku a reometru a definují aplikované napětí. Můţe  
se jednat o typ geometrie válec – válec, deska – deska a v tomto experimentu vyuţívaná  
geometrie kuţel – deska, jeţ je popsána v následujícím odstavci. [94]   
 
Obrázek 38: Geometrické uspořádání reometru kužel – deska. [96] 
Nespornou výhodou tohoto uspořádání je, ţe tokové podmínky jsou přesně 
definovány. Deska je stacionární a kuţel s poloměrem   rotuje kolem své osy konstantní 
úhlovou rychlostí  . Testovaný vzorek je umístěn mezi deskou a kuţelem. Při tomto 
geometrickém uspořádání jsou rychlost smykové deformace, a stejně tak smykové napětí, 
nezávislé na pozici mezi kuţelem a deskou. Za předpokladu, ţe úhel   mezi deskou  
a kuţelem je malý, lze rychlost smykové deformace odvodit obdobně jako u Newtonova 
zákona: 
                                                                                ̇  
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Vztah mezi smykovým napětím τ a momentem síly  je pro toto uspořádání: 
                                                                                 
  
    
                                                                                     
Tokovou rovnici nenewtonských kapalin lze určovat přímo z naměřených závislostí momentu 
síly na úhlové rychlosti: [104]   
                                                                   
 
   ̇
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Materiál a přístroje 
MATERIÁL 
 Dulbecco’s phosphate buffered saline 10X (Sigma Aldrich, Německo)  
 Hydroxid sodný (Lach-ner, Česká republika) 
 PureCol (Advanced BioMatrix, USA) 
 
PŘÍSTROJE 
 Analytické váhy SI-234 A (Denver Instruments) 
 Digitální pH metr s čidlem ISFET (ISFETCOM) 
 Reometr AR G2 (TA Instruments) 
3.2 Příprava vzorků 
Vzorky byly připraveny z kolagenu PureCol (pepsinem solubilizovaný čištěný hovězí 
kolagen). Koncentrace kolagenu v roztoku odpovídá 3 mg/ml, přičemţ ~97 % představuje 
kolagen typu I a 3 % kolagen typu III. PureCol je dodáván v 0,01M HCl (pH = 2). Vzorky byly 
připravovány do vialek v ledové lázni, aby se předešlo gelaci. Sloţení jednotlivých vzorků je 
uvedeno v Tabulce 4.  
Tabulka 4: Složení vzorků pro přípravu hydrogelů.  
Název vzorku  0,6 mg/ml 1,2 mg/ml 1,8 mg/ml 2,4 mg/ml 
PureCol [ml] 2 4 6 8 
PBS [ml] 1 1 1 1 
H2O [ml] 6 4 2 0 
obsah kolagenu v  [mg] 6 12 18 24 
koncentrace kolagenu v  
[mg/ml] 
0,6 1,2 1,8 2,4 
Do odměřeného mnoţství PureColu byl nejprve přidán fosfátový pufr Dulbecco’s 
phosphate buffered saline 10X a poţadované mnoţství sterilované vody. Takto připravené 
vzorky byly jemně protřepány a bylo upraveno jejich pH pomocí digitálního  
pH metru na hodnotu 7,2 – 7,4 pomocí připraveného 1M NaOH. Poté vzorky byly doplněny 
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vodou na poţadovaný objem. Připravené roztoky byly uchovány v lednici při nízké teplotě  
a před samotným měřením přenášeny v chladící lázni s ledem. 
3.1 Reologická měření 
Reologická měření byla prováděna na reometru AR G2 od TA Instruments.  
Pro měření vzorků byl zvolen typ měřící geometrie kuţel – deska s kuţelem o parametrech 
40mm/2° (průměr kuţele/úhel zkosení). V programu Instrument Control, který slouţí 
k ovládání přístroje a práci s naměřenými daty, byly nadefinovány následující metody, podle 
nichţ měření probíhalo. Nejprve byla nastavena temperace na 10 °C. Na desku bylo 
nadávkováno 600 μl vzorku pomocí automatické byrety a byly odstraněny případně vzniklé 
bublinky. U všech metod bylo provedeno 3 – 5 opakování pro kaţdý vzorek. 
3.1.1 Amplitudový sken 
Aplikovaná amplituda smykové deformace je zvyšována od malých hodnot po velké  
při konstantní frekvenci, přičemţ se objevuje přechod mezi lineárními a nelineárními reţimy. 
Jeden reţim vyvolává lineární viskoelastickou odezvu (při malých hodnotách amplitudy 
oscilačního smyku) a druhý je definován nelineární odezvou materiálu (při velkých hodnotách 
amplitudy oscilačního smyku). Cílem tohoto měření je posoudit chování hydrogelů se 
zvyšující se hodnotou amplitudy smykové deformace v jednotlivých reţimech a určit 
maximální a bezpečnou hodnotu amlitudy smykové deformace        vyznačující lineární 
viskoelastickou oblast materiálu, jeţ má poslouţit v následujících experimentech.  
Při amplitudovém skenu (strain amplitude sweep) je měřena závislost elastického modulu    
a viskózního modulu     s rostoucím smykovým namáháním. Vzorky byly nejprve 
ekvilibrovány 90 min při teplotě 37 °C, čímţ došlo k vytvoření síťové struktury gelu. Měření 
bylo prováděno v oscilačním reţimu v rozsahu amplitudy smykové deformace  
  10-3 aţ 103 % při frekvenci 1 Hz. Z naměřených dat byly dále vyhodnoceny   
  a   
   
představující plateau elastický a viskózní modul v lineárním reţimu při     . Dále byly 
stanoveny     
  a     
   představující maximální viskoelastické moduly. 
3.1.2 Časový sken 
Pro studium kinetiky samouspořádávání, včetně sledování vývoje mechanických 
vlastností (viskoelasticity) gelu i zkoumání strukturálních změn během procesu gelace je 
nejčastěji vyuţívaná oscilační reologie. Viskoelastické vlastnosti materiálu jsou sledovány  
v průběhu času. Při časovém skenu (time sweep) je měřena závislost elastického modulu    
a viskózního modulu     na čase. Vzorky byly udrţovány 90 min při teplotě 37 °C. Tato doba 
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je na základě předchozích studií dostatečná pro dokončení samouspořádávání a vytvoření 
konečného gelu. Amplituda (1 %) a frekvence (1 Hz) sinusového signálu jsou při této metodě 
udrţovány konstantní po celou dobu měření. Hodnoty obou modulů byly snímány po 3 s. 
Z naměřených dat byly vyhodnoceny     
  a     
   představující plateau elastický a viskózní 
modul dosaţený při procesu samouspořádávání v čase 90 min. Dále byly stanoveny doba 
nukleační fáze      a doba potřebná pro dosaţení nasycené hodnoty         . Pomocí 
Avramiho rovnice byla vyhodnocena kinetika tohoto procesu. 
3.1.3 Test obnovení modulu pružnosti 
Smykovým namáháním vykazují hydrogely viskózní tok a následně jsou schopny se 
opět regenerovat. Toto měření je obecně rozděleno do tří částí za účelem studia časové 
závislosti rozpadu a opětovné obnovy síťové struktury. V testu obnovení modulu pruţnosti 
(modulus recovery test) je měřena závislost elastického modulu    a viskózního modulu     
na čase. Měření bylo prováděno při teplotě 37 °C a konstantní frekvenci 1 Hz. Hodnoty obou 
modulů byly snímány po 3 s. V první části byl simulován oscilační test s malou deformací  
1 % po dobu 60 min. Ve druhé části (zatíţení) byla aplikována velká deformace 650 %  
po dobu 5 min. V poslední části byl prováděn oscilační test se stejnou deformací, jako  
na počátku měření po dobu 60 min. Z naměřených dat byly vyhodnoceny      
  a     
   
představující plateau elastický a viskózní modul po dokončení samouspořádávání v čase  
60 min. Také byly vyhodnoceny              
  a              
   představující plateau elastický 
a viskózní modul po dokončení regenerace struktury. Na základě těchto hodnot byl vypočítán 
procentuální rozsah obnovy struktury hydrogelů v recovery testu. Dále byla stanovena doba 
potřebná pro dosaţení nasycené hodnoty          při regeneraci.   
3.1.4 Spojitý smykový tok 
Tokové chování různých látek lze popsat na základě existujících reologických modelů 
lišících se závislostí smykového napětí   a dynamické viskozity   na smykové rychlosti  ̇. 
Grafickým vyjádřením těchto závislostí jsou tokové a viskozitní křivky. Při testu představující 
spojitý smykový tok (continuous shear flow) byla měřena závislost viskozity a smykového 
napětí v rozsahu smykové rychlosti 0 aţ 100 s-1 za konstantních tokových podmínek. Vzorky 
byly nejprve ekvilibrovány 90 min při teplotě 37 °C, čímţ došlo k vytvoření síťové struktury 
gelu. Při ekvilibraci byla udrţována konstantní amplituda (1 %) a frekvence (1 Hz) 
sinusového signálu. Z naměřených dat byla pro jednotlivé vzorky vyhodnocena nulová 
viskozita (zero shear viscosity). 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Určení lineární viskoelastické odezvy materiálu 
Viskoelastické vlastnosti materiálu jsou měřeny pomocí oscilačního testu. Dynamické 
oscilační testy jsou prováděny podrobením materiálu sinusovému napětí (stress amplitude 
sweep, stress sweep) či deformaci (strain amplitude sweep, strain sweep), přičemţ se měří 
výsledná mechanická odezva jako funkce času. Tyto testy mohou být rozděleny do dvou 
reţimů. Jeden reţim představuje lineární viskoelastickou odezvu (malé amplitudy oscilačního 
smyku, SAOS) a druhý je definován nelineární odezvou materiálu (velká amplituda 
oscilačního smyku, LAOS). Aplikovaná amplituda je zvyšována od malých hodnot aţ  
po velké při konstantní frekvenci, čímţ se objevuje přechod mezi lineárními a nelineárními 
reţimy (Obrázek 39). Viskoelastická odezva je zaznamenávána pomocí elastického modulu 
      a viskózního modulu       . V lineárním reţimu je amplituda deformace dostatečně 
malá, tudíţ oba viskoelastické moduly jsou na ní nezávislé a oscilační napěťová odezva je 
sinusoidní. V nelineárním reţimu jsou oba moduly funkcí deformační amplitudy  
(      a       ) a výsledná napěťová odezva se odchyluje od sinusoidního průběhu. 
 
Obrázek 39: Schéma testu amplitudového skenu při konstantní frekvenci pro determinaci lineárního  
a nelineárního viskoelastického režimu. [105] 
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 Lineární viskoelasticita je uţitečná pro pochopení vztahu mezi mikrostrukturou  
a reologickými vlastnostmi komplexních látek. Tato teorie je však platná pouze tehdy, pokud 
je celková deformace poměrně malá. Komplexní látky s podobnými linárními viskoelastickými 
vlastnostmi mohou vykazovat různé nelineární viskoelastické vlastnosti. Hyun a spol. uvedl, 
ţe komplexní látky mohou být klasifikovány do čtyř typů: látky vykazující (1) deformační 
měknutí (strain thinning,    a     klesají), (2) deformační zpevňování (strain hardenning,    
 a     rostou), (3) slabé deformační overshooty (   klesá a     růst následovaný poklesem), 
(4) silné deformační overshooty (   a      růst následovaný poklesem). Tyto typy LAOS 
chování jsou znázorněny na Obr. 40. [105]   
 
Obrázek 40: Čtyři typy LAOS chování. (1) deformační měknutí, (2) deformační zpevňování,  
(3) slabé deformační overshooty, (4)  silné deformační overshooty. [105] 
Při amplitudovém skenu byla měřena závislost elastického modulu     
a viskózního modulu     s rostoucí hodnotou amplitudy smykové deformace v rozsahu  
  10-3 aţ 103 % na úplně vytvořeném gelu. Gely byly připraveny při 37 °C v koncentracích 
0.6, 1.2, 1.8 a 2.4 mg/ml kolagenu. Výsledky smplitudového skenu, tzn. závislost    a      
na amplitudě smykové deformace   pro jednotlivé gely jsou znázorněny na následujících 
grafech (Obrázek 41). Získaná data jsou pro přehlednost vynesena do log/log grafu, coţ je 
obvyklé znázornění výsledků tohoto experimentu v publikacích. Obecně je však vhodnější 
zvolit lineární/logaritmickou závislost. 
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Obrázek 41: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na amplitudě smykové 
deformace    při frekvenci 1 Hz. Gely připraveny ze vzorků kolagenu ve čtyřech koncentracích  
o fyziologickém pH při 37 °C.  
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Na základě Obr. 40 vykazují kolagenové hydrogely LAOS chování odpovídající typu 
IV – silné deformační overshooty. U těchto materiálů (např. asociativní roztoky polymerů) se 
přibliţně kolem střední hodnoty amplitudy smykové deformace nacházejí  
pro     a     overshooty. Na křivkách obou modulů se objevuje maximum nasledované 
prudkým poklesem. Tento typ chování souvisí s pevností intermolekulárních interakcí, jeţ 
jsou slabší neţ u typu II a naopak silnější neţ typ III, kdy overshooty vykazuje pouze    .  
Interpretace takového typu chování je, ţe struktura hydrogelů odolává namáhání  
do určité hodnoty amplitudy smykové deformace. Struktura gelu klade odpor, který se v grafu 
projevuje růstem    a     do maxima. Tento jev se také nazývá jako smykové zpevňování,  
při němţ dochází k tvorbě komplexních mikrostruktur či nelineárních elastických prvků sítě.  
Obecně se předpokládá, ţe elastický a viskózní modul odráţí hustotu elasticky aktivních 
spojení a efektivní objem polymerní sítě. Zvýšení viskozitního modulu můţe nastat 
v důsledku nataţení polymerních řetězců. Vzhledem k tomu, ţe je polymerní síť napnuta, 
mohou být některé meziřetězcové interakce narušeny, čímţ se vytvoří více skupin  
pro intermolekulární asociaci se sousedními řetězci. V důsledku toho se počet elasticky 
efektivních řetězců a tím i elastický modul zvyšuje. Nad kritickou hodnotou amplitudy 
deformace (bod toku, flow point) dochází k porušení dané struktury (desagregace), přičemţ 
se polymerní řetězce zarovnávají v proudovém poli, čímţ dochází ke sníţení obou modulů.  
Na Obr. 41 můţeme identifikovat tři reologické reţimy, které podle rostoucí hodnoty 
amplitudy deformace jsou: (1) lineární viskoelastický reţim, (2) deformační zpevňování a (3) 
deformační měknutí. V lineární viskoelastické oblasti (LVR) je amplituda deformace 
dostatečně malá, tudíţ oba viskoelastické moduly jsou na ní nezávislé. Obě křivky    i     
ukazují konstantní hodnotu plateau, avšak na jiných úrovních. Pro střední hodnoty amplitudy 
vykazují moduly prudký nárůst, který je definován smykovým zpevňováním. U velkých 
hodnot amplitudy nastává prudký pokles obou modulů přibliţně o 3 řády a tento reţim je 
definován smykovým měknutím. Pokles indikuje reologické změny související s přechodem 
hydrogelu (gel) zpět na roztok kapalné povahy (sol). 
Lineární i nelineární reologická odezva je nejen funkcí koncentrace kolagenu, ale  
i dalších parametrů. Z obou grafů je zřejmé, ţe se oba moduly postupně zvyšují s rostoucí 
koncentrací kolagenu v celém rozsahu hodnot amplitud deformace aţ do maxima. Lineární 
oblast je viditelná pro všechny vzorky v relativně malém rozsahu deformační amplitudy 
(             horní mez se liší u vzorků s různou koncentrací kolagenu), kdy oba 
moduly jsou konstantní. K nelineárnímu chování dochází při amplitudě přibliţně větší  
neţ 10 %. V intervalu 10 – 100 % se nachází kritická hodnota amplitudy deformace   ,  
nebo-li bod toku pro jednotlivé vzorky. Při    je maximální elastický modul     
  a viskózní 
modul     
  . Nad        lze pozorovat prudký pokles modulů, coţ je znakem smykového 
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měknutí, při nemţ dochází k destrukci a formování nové vnitřní struktury v důsledku vnějšího 
namáhání. Při relativně malých deformacích se nemění hustota zapletenin, jelikoţ je 
udrţována rovnováha mezi rychlostí rozpadu a přestavby sítě. Díky tomu vykazuje elastická 
odezva lineární chování, coţ má za následek konstantní velikost elastického modulu. 
V důsledku zvyšování amplitudy deformace se míra strukturální destrukce postupně zvyšuje, 
zatímco obnova struktury je sniţována nebo úplně eliminována. Rovnováha mezi těmito ději 
je narušena, coţ vede ke sníţení hustoty zapletenin. Elastická odezva  
na vloţenou deformaci se projevuje nelineárním chováním, coţ má za následek sniţování 
elastického modulu.  
V rámci LVR platí, ţe       , coţ znamená, ţe reologické chování v této oblasti je 
řízeno spíše elastickými neţ viskózními vlastnostmi. Testovaný materiál vykazuje určitou 
rigiditu a má gelovitý charakter. Při vysokých hodnotách amplitudy převládá viskózní chování 
nad elastickým (      ), protoţe elastický modul má ostřejší pokles neţ je tomu  
u ztrátového modulu. Materiál má kapalný charakter, charakter solu. Při nejniţší koncentraci 
kolagenu (0,6 mg/ml) lze toto chování pozorovat aţ při vyšších hodnotách       , 
naopak při nejvyšší koncentraci (2,4 mg/ml) lze pozorovat jiţ při       . V grafech lze 
také pozorovat, ţe s rostoucí koncentrací kolagenu docházelo ke zkracování LVR, tzn. ţe 
přechod na nelineární reţim nastával při niţších hodnotách amplitudy deformace. 
Pro ověření, zda se měření nachází v lineárním rozsahu, je vyuţíván amplitudový 
sken. Při zvyšování deformační amplitudy zůstávají reologické vlastnosti konstantní aţ  
ke kritické hodnotě deformace. Hlavní důvod vyuţití této metody je však determinace lineární 
viskoelastické odezvy materiálu. Při měření je potřeba dbát na to, aby struktura materiálu 
nebyla porušena, tudíţ je potřeba pracovat právě v lineární viskoelastické oblasti. Cílem 
tohoto měření bylo určit maximální a bezpečnou hodnotu deformace        vyznačující LVR, 
jeţ má poslouţit v následujících experimentech. Dovolená limitní (maximální) hodnota        
je hodnota, při které se    a     odchyluje od konstantní plateau hodnoty. Jelikoţ podmínky 
měření musí být pro všechny vzorky stejné, tak byla zvolena hodnota     . Tato hodnota 
je v souladu s publikovanými daty, kdy pro síťované materiály, gely či síťované polymery 
(pod teplotou skelného přechodu) je            [106]   
Na Obr. 42 lze pozorovat závislost plateau elastického a viskózního modulu  
na koncentraci kolagenu, která je téměř lineární. Hodnoty charakterizující bod toku, při němţ 
nastává porušení struktury (tzn.   ,     
  i     
  ) jsou závislé na koncentraci kolagenu.  
Na Obr. 43 lze pozorovat závislost     
  i     
   na koncentraci kolagenu při kritické hodnotě 
amplitudy deformace, která je opět téměř lineární. Maximální viskoelastické moduly se 
s rostoucí koncentrací zvyšují, navíc dochází i k jejich posunu k niţším hodnotám amplitudy 
deformace.  
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Obrázek 42: Závilost plateau elastického   
  a viskózního modulu   
   na koncentraci kolagenu. 
Hodnoty odečteny z lineárního viskoelastického režimu při     .  
Obrázek 43: Závislost maximálního elastického     
  a viskózního     
   modulu na koncentraci 
kolagenu při bodu toku.  
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Na základě těchto grafů lze přibliţně určit hodnoty plateau a maximálních 
viskoelastických modulů pro různé koncentrace kolagenu. Gely s nízkou koncentrací 
kolagenu vykazovaly vyšší hodnoty kritické amplitudy deformace a niţší stupeň zpevnění 
(dáno rozdílem maximálního modulu      
  a plateau modulu   
 ) neţ gely s vyšší 
koncentrací kolagenu. U gelů, jeţ obsahují vice fibril a zapletenin, dochází k většímu 
smykovému zpevňování. Získaná data jsou v souladu s jiţ publikovanými články, např. Strain 
Stiffening in Collagen I Networks od Laura J. Kaufmann a kolektiv. [107]   
4.2 Kinetika samouspořádávání kolagenu 
Pro studium kinetiky samouspořádávání, včetně sledování vývoje mechanických 
vlastností (viskoelasticity) vznikajícího gelu i zkoumání strukturálních změn během procesu 
gelace je vyuţíván oscilační časový sken. Tento typ testu je aplikován pro studium materiálů, 
které podléhají makro- nebo mikrostrukturálním přeměnám s časem. Tyto přeměny přímo 
ovlivňují reologické chování. Při této metodě jsou po celou dobu měření udrţovány 
konstantní dynamicko-mechanické smykové podmínky, tzn. amplituda a frekvence 
sinusového signálu.  
Všechny experimenty byly prováděny v oscilačním módu při frekvenci 1 Hz  
a amplitudě smykové deformace 1 %. Spontánní tvorba fibril směřující aţ k tvorbě gelu byla 
iniciována zvýšením teploty. Měření bylo započato po dosaţení nastavené teploty 37 °C. 
Elastický modul    a viskózní modul     byly monitorovány, dokud gel nedosáhl hodnoty 
nasycení. Z tohoto důvodu, byla zvolena doba ekvilibrace 90 min při konstantní teplotě, jeţ je 
dostatečná pro dokončení samouspořádávání a vytvoření konečného hydrogelu.  
 
Obrázek 44: Charakteristický záznam časového skenu představující závislost elastického modulu   , 
viskózního modulu    a fázového úhlu   na čase. [100] 
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Na Obr. 44 lze pozorovat charakteristický záznam z time sweep  měření, tzn. 
závislost elastického modulu   , viskózního modulu     a fázového úhlu    
na čase. Na Obr. 45 jsou znázorněny výsledky časového skenu, přičemţ získaná data jsou 
pro přehlednost vynesena do logaritmického/lineárního grafu.  
Naměřená data fibrilogeneze kolagenu jsou v souladu s dvoustupňovým nukleačním  
a růstovým modelem, coţ se odráţí na sigmoidálním tvaru křivek. V rámci procesu 
samouspořádávání můţeme pozorovat tři reologické reţimy. Obě    i     křivky vykazují 
krátce trvající nukleační fázi (klidová, lag fáze), při které se    i     mění velmi nepatrně. 
Následuje fáze růstu, při níţ dochází k prudkému nárůstu    i     a na ní navazuje fáze 
stacionární (nasycení nebo-li plateau). V této fázi dosahují    i     své konstantní hodnoty 
(tzn. nasycení), tudíţ mechanické vlastnosti materiálu se jiţ dále nemění.  
Rozpustný kolagen se ve vzorku nachází ve formě monomerů (tzn. molekul kolagenu) 
či částečně zesíťovaných agregátů, jeţ obsahují několik intramolekulárních příčných vazeb 
(dimery, trimery). Za předpokladu platnosti dvoustupňového modelu fibrilogeneze, je klidová 
fáze dána tvorbou nukleí a případně i větších struktur (mikrofibrily), jeţ výrazně neovlivňují 
viskoelasticitu roztoku. Během růstové fáze jsou tyto počáteční agregáty či monomery 
sestavovány a propojovány přes řadu meziproduktů do fibril, jeţ jsou ukotveny  
na nukleačních strukturách. Prudký nárůst    je odlišným jevem od narůstu zákalu  
při turbidimetrickém měření, ke kterému dochází v růstové fázi.    informuje o schopnosti 
systému ukládat elastickou energii.  Systém, jeţ je tvořen velkými nespojenými klastry, můţe 
vykazovat turbiditu a zároveň mít malou schopnost ukládání elastické enegie. Fibrily se dále 
mohou spojovat do svazků vláken. V důsledku jejich tepelného pohybu dochází k vytvoření 
topologických interakcí (zapletenin) zapříčiňujících vznik síťové struktury gelu  
fyzikálně-chemické povahy. Při dosaţení plateau je dokončena tvorba sítě, v důsledku 
vyčerpání dostupného kolagenu.  
Na ilustrativním Obr. 44 lze pozorovat při nízkých časech       , coţ znamená, ţe 
převládá viskózní chování nad elastickým. Materiál má tedy kapalný charakter, charakter 
solu. Počáteční pokles modulu lze vysvětlit porušením přítomných struktur, které vznikly jiţ  
v rámci přípravy vzorku nebo před samotným měřením. Oba moduly se rychle zvyšují 
s postupujícím procesem samouspořádávání. Ryhlost nárůstu    je větší neţ    , tudíţ 
nastává protnutí obou křivek. Tento bod se také nazývá jako bod gelace charakterizovaný 
časem gelace     , kdy platí  
      nebo také         Na grafu testovaného systému lze 
tedy pozorovat fázovou transformaci z kapalného roztoku obsahující makromolekuly  
nebo částice (sol) na pevnou látku elastické povahy (gel).  
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Obrázek 45: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase gelace při frekvenci  
1 Hz a amplitudě smykové deformace 1 %. Gely připraveny ze vzorků kolagenu  
ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Tabulka 5: Přibližné hodnoty doby nukleační fáze a doby potřebné pro dosažení nasycení  
pro jednotlivé vzorky.  
Název vzorku  0,6 mg/ml 1,2 mg/ml 1,8 mg/ml 2,4 mg/ml 
     [min] 10,0 3,3 3,0 2,5 
        [min] 40,0 30,0 23,3 21,7 
 
 
Obrázek 46: Závislost plateau elastického modulu     
  a viskózního modulu     
   na koncentraci 
kolagenu. 
Naměřená data však uţ od počátku měření vykazují       , tudíţ reologické 
chování po celou dobu experimentu je řízeno elastickými vlastnostmi. Testovaný materiál má 
gelovitý charakter, přičemţ k samotné fázové transformaci muselo dojít v průběhu ohřevu.  
Pro stanovení      by bylo potřeba změřit teplotní závislost viskoelastických modulů.  
Z obou grafů je zřejmé, ţe koncentrace kolagenu má vliv na kinetiku 
samouspořádávání kolagenu, tzn. na hodnoty viskoelastických modulů i na doby trvání 
jednotlivých fází. Se zvyšující se koncentrací kolagenu docházelo ke zkracování doby 
nukleační fáze a také k rychlejšímu narůstu    i     v růstové fázi. Vzorky s vyšší koncentrací 
kolagenu dosáhly nasycení v kratším časovém intervalu. V Tabulce 5 jsou uvedeny doba 
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nukleační fáze      a doba potřebná pro dosaţení nasycené hodnoty         . Z Tab. 5 lze 
pozorovat, ţe doba nukleační fáze byla pro koncentraci kolagenu  
2,4 mg/ml zkrácena na čtvrtinu doby neţ je tomu u nejniţší měřené koncentrace. Naopak 
doba, v níţ bylo dosaţeno nasycené hodnoty u nejvyšší koncentrace kolagenu, byla téměř 
poloviční. Rychlost a rozsah samouspořádávání jsou tedy určeny koncentrací molekul 
kolagenu a počátečních agregátů v roztoku, tzn. počtem nukleačních center. Postupným 
zvyšováním koncentrace kolagenu se pak urychluje lineární i laterální růst.  
Na Obr. 46 lze pozorovat exponenciální závislost plateau elastického a viskózního 
modulu na koncentraci kolagenu. Pro nízké koncentrace kolagenu ve vzorku je hodnota 
plateau modulů velmi nízká, blíţící se nule. Hodnota    (dáno rozdílem     
  a     
  ) se 
zvyšující se koncentrací zvyšovala. Reálná sloţka komplexního modulu charakterizuje 
pevnostní vlastnosti materiálů. Zvyšování hodnoty elastického modulu s rostoucí koncentrací 
se uskutečňuje v důsledku většího mnoţství molekul, jeţ mohou poskytovat značné 
mnoţství příčných vazeb či zapletenin. Vytvořená síť bude odolnější vůči deformaci. Získaná 
data jsou v souladu s jiţ publikovanými články, např. od Laura J. Kaufmann a kolektiv. [68] 
Rychlost gelace můţe být srovnávána pomocí      a sklonu křivky během růstové 
fáze. Jelikoţ lze samouspořádávání kolagenu povaţovat za fázovou transformaci, pro popis 
kinetiky byla vyuţita Avramiho rovnice. Linearizací Avramiho rovnice je moţné ze sklonu 
přímky odvodit konstantu   a extrapolací přímky s osou   hodnotu rychlostní konstanty  . 
Tento postup však nebylo moţné zvolit, jelikoţ nebyla měřena závislost mnoţství nově 
vzniklé fáze na době transformace. Hodnota exponentu    Avramiho rovnice představující 
empirický parametr vyuţívaný ke srovnání reakčního mechanismu byla stanovena  
na základě Tabulky 3. Hodnota rychlostní konstanty   (pouze však přibliţná) byla spočtena 
podle rovnice (6). Čas    , ve kterém mnoţství nové fáze odpovídalo 50ti % byl vyhodnocen 
z poloviny výšky mezi klidovou a stacionární fází, tzn. ze sklonu křivky růstové fáze na Obr. 
45. Stanovené hodnoty Avramiho rovnice jsou uvedeny v následující Tabulce 6. 
Tabulka 6: Vypočtené hodnoty rychlosti reakce a Avramiho koeficient pro různé koncentrace 
kolagenu.  
c [% obj.]     [s] n [-] k [s
-1] 
20 
40 
60 
80 
1100 
450 
400 
220 
2 
2 
2 
2 
0,00091 
0,00222 
0,00250 
0,00455 
 
Na Obr. 47 lze pozorovat závislost rychlostní konstanty reakce (samouspořádávání) 
na koncentraci kolagenu při teplotě 37 °C. Rychlost reakce se zvyšuje téměř lineárně 
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s rostoucí koncentrací kolagenu. Na základě tohoto grafu lze přibliţně určit rychlosti reakce 
pro různé koncentrace kolagenu. Pro nízké koncentrace kolagenu ve vzorku je rychlost 
reakce velmi malá, blíţící se nule. Hodnota exponentu   závisí na mechanismu nukleace  
a růstu. Nukleace při samouspořádávání kolagenu je homogenní, tzn. dochází k ní 
spontánně a náhodně bez preference nukleačních míst, následovaná fibrilárním růstem.  
Na základě publikovaných dat byla tomuto procesu přisouzena hodnota    . [77] 
 
Obrázek 47: Závislost rychlosti reakce (samouspořádávání) na koncentraci kolagenu při teplotě  
37 °C. 
4.3 Oscilační třístupňový recovery test 
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smyku. Smykové ředění je vysoce nelineární odezva na sinusové smykové namáhání. 
Hodnota plateau modulů a kinetika smykového ředění či naopak obnovy struktury jsou 
důleţité parametry, které určují vhodnost systému pro biomedicínské aplikace.  
 
Obrázek 48: Schéma vývoje síťové struktury hydrogelů při smykovém ředění a následné obnově 
struktury po odstranění smyku. [108] 
Tento jev lze pozorovat pomocí dvou metod: viskozimetrický třístupňový test 
(viscosity recovery test) či oscilační třístupňový test (modulus recovery test). V grafech 
(Obrázek 49) lze pozorovat charakteristické záznamy z obou recovery testů. Při tomto 
experimentu byl vyuţíván modulus recovery test, při němţ je vzorek podroben skokové 
změně v aplikované amplitudě smykové deformace. Měření je obecně rozděleno do tří částí 
za účelem studia časové závislosti rozpadu a regenerace síťové struktury. V první části byl 
simulován oscilační test s malou deformací 1 % po dobu 60 min. V druhé části (zatíţení) byla 
aplikována velká deformace 650 % po dobu 5 min. V poslední části byl prováděn oscilační 
test se stejnou deformací jako na počátku po dobu 60 min. Měření bylo prováděno při teplotě 
37 °C a konstantní frekvenci 1 Hz. Při modulus recovery testu je měřena závislost 
elastického modulu    a viskózního modulu     v jednotlivých intervalech s různou 
amplitudou smykové deformace na čase. Modul    i      byly monitorovány, dokud gel opět 
nedosáhl hodnoty plateau. Z tohoto důvodu byla zvolena doba ekvilibrace 60 min, jeţ je 
dostatečná pro dokončení samouspořádávání hydrogelů ve fázi regenerace. 
 
Obrázek 49: Charakteristický záznam recovery testů. (a) viskozimetrický třístupňový test, (b) oscilační 
třístupňový test. [109] 
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Obrázek 50: Tři intervaly se skokovou změnou amplitudy smykové deformace v oscilačním 
třístupňovém testu. [106] 
Na Obr. 51 jsou znázorněny výsledky modulus recovery testu, přičemţ získaná data 
jsou pro přehlednost vynesena do logaritmického/lineárního grafu. V grafu můţeme 
identifikovat tři testovací intervaly: (1) referenční interval, (2) strukturální rozpad,  
(3) strukturální regenerace. V rámci referenčního intervalu dochází k procesu 
samouspořádávání kolagenu za vzniku konečného hydrogelu. Naměřená data jsou 
v souladu s dvoustupňovým nukleačním a růstovým modelem z předešlého time sweep 
testu, a proto zde nebudou více interpretována. Tento interval probíhá za malé hodnoty 
amplitudy deformace, která odpovídá lineární viskoelastické oblasti. Ke konci tohoto intervalu 
je dosaţeno nasycené hodnoty elastického a viskózního modulu (    
  a     
  ) představující 
klidový stav materiálu. Referenční hodnota     
  se vyuţívá ke srovnávání s hodnotami 
dosaţenými ve třetím testovacím intervalu. Ve druhém intervalu nastává sníţení počáteční 
pevnosti materiálu pomocí smykového procesu při vysoké hodnotě amplitudy deformace. 
Tato hodnota byla zvolena na základě strain sweep testu tak, aby byla pro všechny vzorky 
stejná a platilo zde       . Cílem je zde úplně porušit vnitřní strukturu vzorku. Tento interval 
je vyuţíván k simulaci vysoce smykových podmínek vyskytujících se během jejich aplikace.  
U obou modulů nastává prudký pokles přibliţně o 2 řády. V tomto reţimu dochází 
k smykovému ředění. V posledním intervalu je opět vyuţíván oscilační test, jeţ je prováděn 
za stejných smykových podmínek jako v referenčním intervalu. V této fázi se uskutečňuje 
strukturální regenerace související s obnovou struktury a růstem pevnosti materiálu. Ke konci 
tohoto interval po strukturální regeneraci je dosaţeno plateau hodnoty elastického  
a viskózního modulu (             
 a              
  ). U obou modulů nastává prudký nárůst  
o 1,5 – 2 řády. 
V grafech lze v referenčním intervalu pozorovat platnost       , tzn. ţe reologické 
chování v této oblasti je řízeno spíše elastickými neţ viskózními vlastnostmi. Testovaný 
materiál má gelovitý charakter. Zvýšením amplitudy smykové deformace se elastický modul 
sníţil víc neţ viskózní, tudíţ ve druhém intervalu platí nerovnost       . V tomto intervalu 
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látka vykazuje viskózní chování a materiál má kapalný charakter (sol). Časově závislá 
regenerace struktury můţe být pozorována z nárůstu velikosti    a    . Křivka    narůstá víc 
neţ    , tudíţ se ve třetím intervalu uplatňuje       . Materiál kapalné povahy se mění zpět 
na gel. Pokles a nárůst modulů mezi jednotlivými intervaly indikuje reologické změny 
související s fázovou transformací gel/sol/gel. Hydrogely, jeţ jsou vysoce smykově 
namáhány, jsou rozrušovány úplně nebo do menších celků. Gely pak mají tokové vlastnosti 
podobné kapalinám. Po odstranění smykového namáhání se v důsledku rovnováhy mezi 
atraktivními a repulzivními silami iniciuje opětovné uspořádávání do sítě.  
Z obou grafů je zřejmé, ţe koncentrace kolagenu má vliv na kinetiku smykového 
ředění i regeneraci struktury a hodnoty plateau viskoelastických modulů. Se zvyšující se 
koncentrací kolagenu docházelo k prudšímu poklesu modulů zvýšením amplitudy smykové 
deformace. Ve druhém intervalu docházelo s rostoucí koncentrací k většímu poklesu 
modulů, tzn. většímu smykovému zřeďování a strukturálnímu rozpadu. Se zvyšující se 
koncentrací kolagenu docházelo při regeneraci struktury k většímu nárůstu hodnoty 
viskózního i elastického modulu. Vzorky s vyšší koncentrací kolagenu dosáhly nasycení 
v kratším časovém intervalu. V Tabulce 7 je uvedena doba potřebná  
pro dosaţení nasycené hodnoty          při regeneraci struktury. Hodnota          klesá 
lineárně se zvyšující se koncentrací kolagenu. 
Tabulka 7: Přibližné hodnoty doby potřebné pro dosažení nasycení při regeneraci struktury  
pro jednotlivé vzorky.  
Název vzorku  0,6 mg/ml 1,2 mg/ml 1,8 mg/ml 2,4 mg/ml 
        [min] 10,8 10,0 9,2 8,3 
 
Na Obr. 52 lze pozorovat exponenciální závislosti plateau elastických 
a viskózních modulů na koncentraci kolagenu.     
  a     
   představující ekvilibrační 
hodnoty v referenčním intervalu byly srovnávány s hodnotami plateau dosaţenými  
po strukturální regeneraci              
 a              
  . Na Obr. 52 lze pozorovat, ţe 
strukturální regenerace po smykovém zředění není úplná a hodnoty              
  
a              
   nedosahují původní referenční hodnoty. Rozsah obnovy struktury je dán 
změnou elastického modulu      (    
               
  . Hodnota     se zvyšovala 
s rostoucí koncentrací kolagenu, tzn. ţe vzorek s nejniţší koncentrací kolagenu dosahoval 
největší regenerace struktury. V Tabulce 8 jsou zaznamenány hodnoty, představující na kolik 
procent byla struktura hydrogelů v recovery testu obnovena. 
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Obrázek 51: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase při frekvenci 1 Hz. Tři 
intervaly se skokovou změnou amplitudy smykové deformace (1/650/1 %). Gely připraveny ze vzorků 
kolagenu ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Obrázek 52: Závislost plateau elastických modulů a viskózních modulů     
  a     
   z referenčního 
intervalu a              
 a              
   po strukturální regeneraci na koncentraci kolagenu. 
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Tabulka 8: Hodnoty představující na kolik procent byla struktura hydrogelů v recovery testu 
obnovena. Odvozeno na základě referenční hodnoty     
 . 
Název vzorku  0,6 mg/ml 1,2 mg/ml 1,8 mg/ml 2,4 mg/ml 
regenerace struktury [%] 19,9 11,7 9,5 7,0 
4.4 Reologické chování hydrogelů 
Reologie je věda, která studuje tokové vlastnosti látek coby odezvu na mechanické 
namáhání. Tokové chování různých látek lze popsat na základě existujících reologických 
modelů lišících se závislostí smykového napětí a dynamické viskozity na smykové rychlosti. 
Grafickým vyjádřením těchto závislostí jsou tokové a viskozitní křivky. Při manipulaci  
s hydrogely je obecně potřeba zohlednit jejich měnící se viskozitu se smykovým namáháním. 
Reologické měření nám umoţňuje předpovědět chování a strukturální změny, ale poskytuje  
i informace o stabilitě hydrogelů, coţ vede k celkovému pochopení, vylepšení a dalšímu 
rozvoji tohoto biomateriálu. 
Při testu spojitého smykového toku bylo měření prováděno v rozsahu smykové 
rychlosti 0 aţ 100 s-1 za konstantních tokových podmínek. Vzorky byly nejprve ekvilibrovány 
90 min při teplotě 37 °C, čímţ došlo k vytvoření síťové struktury gelu. Při ekvilibraci byla 
udrţována konstantní amplituda (1 %) a frekvence (1 Hz) sinusového signálu. Z naměřených 
hodnot byly sestrojeny tokové a viskozitní křivky. Výsledky continuous shear flow testu, tzn. 
závislost smykového napětí na smykové rychlosti (tokové křivky) i dynamické viskozity  
na smykové rychlosti (viskozitní křivky) pro jednotlivé gely jsou znázorněny na následujících 
grafech (Obrázek 54, 55). Získaná data jsou pro přehlednost vynesena do lineární/lineární 
grafu, coţ je obvyklé znázornění výsledků tohoto experimentu v publikacích. Obecně je však 
vhodnější zvolit lineární/logaritmickou či log/log závislost. 
Na Obr. 54 lze pozorovat, ţe všechny tokové křivky vykazují lineární závislost, tzn. 
přímou úměrnost mezi smykovým napětím a smykovou deformací. Křivky však nevycházejí 
z počátku souřadného systému, tudíţ se nejedná o látku newtonského charakteru. V grafu 
lze najít mez toku   , také označováno jako mez kluzu představující hraniční napětí, které 
musí být překročeno má-li se látka deformovat či téct. Tento typ tokového chování je 
označován jako viskoplastické. Na základě experimentálně získaných tokových  
a viskozitních křivek a existujících reologických modelů (Obrázek 53) lze kolagenové 
hydrogely povaţovat za nelineární pseudoplastické látky s mezí kluzu (yield-pseudoplastic). 
Pro potvrzení je však nutno znát průběh závislosti      ̇  a      ̇  v širším intervalu  ̇, 
jelikoţ v malém rozsahu  ̇ se můţou tokové křivky jevit čistě lineárně.  
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Obrázek 53: Závislost smykového napětí na smykové rychlosti pro různé reologické modely. [110] 
 
Obrázek 54: Závislost smykového napětí na smykové rychlosti. Gely připraveny ze vzorků kolagenu 
ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Obrázek 55: Závislost dynamické viskozity na smykové rychlosti. Gely připraveny ze vzorků kolagenu 
ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
Viskoplastické látky (hydrogely) se chovají jako pevné látky při nízkých hodnotách 
smykového napětí, kdy     , tzn. mají elastický charakter.  Po překročení meze kluzu 
materiál teče a převaţuje viskózní charakter. Gel je tvořen trojrozměrnou sítí 
mezimolekulárních vazebných interakcí, které poskytují gelu tuhost a schopnost vzdorovat 
libovolnému napětí menšímu neţ napětí na mezi deformace. Po dosaţení této hodnoty se 
tyto slabé vazby začnou postupně narušovat a struktura rozpadat. Částice jsou postupně 
zarovnávány v proudovém poli a pevná látka se mění na kapalinu (sol). Po opětovném 
poklesu napětí pod tuto kritickou hodnotu se vnitřní struktura hydrogelů opět obnovuje.  
Z Obr. 54 lze pozorovat, ţe koncentrace kolagenu má vliv na tokové vlastnosti 
hydrogelů. Jejich porovnáním bylo zjištěno, ţe tokové křivky dosahují při stejných smykových 
rychlostech rozdílných hodnot napětí. S rostoucí koncentrací kolagenu je tedy potřeba 
vynaloţit větší smykové napětí na stejnou smykovou deformaci. Zvyšující se koncentrace má 
také vliv na rozsah napětí v daném intervalu namáhání. Největší rozptyl napětí vykazuje 
vzorek obsahující 2,4 mg/ml kolagenu. Průsečík s osou   udává mez kluzu, přičemţ je 
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definován jako bod přechodu mezi pevnou a kapalnou látkou. Mez kluzu se zvyšovala téměř 
lineárně s rostoucí koncentrací kolagenu. 
Gely nemají konstantní hodnotu viskozity, ale je závislá na smykovém namáhání 
(rychlost deformace, smykové napětí). Hydrogely vykazují smykové zřeďování, kdy viskozita 
klesá se zvyšující se smykovou rychlostí. Z Obr. 55 lze pozorovat, ţe koncentrace kolagenu 
má vliv na viskozitní křivky hydrogelů. Jejich porovnáním bylo zjištěno, ţe při stejných 
smykových rychlostech dosahují viskozitní křivky rozdílných hodnot dynamické viskozity. 
Viskozita se zvyšuje s rostoucí koncentrací kolagenu při kaţdé hodnotě smykové rychlosti. 
Zvyšující se koncentrace má také vliv na rozsah smykového zředění, tzn. ţe u vzorku 
s nejvyšší koncentrací kolagenu nastalo největší zředění a strukturální rozpad. V systému se 
nachází velké mnoţství zapletenin, které se působícím smykovým namáháním výrazně 
rozrušují. V systému s nejniţší koncentrací kolagenu je menší mnoţství topologických 
interakcí, tudíţ jejich narušováním nenastane velká změna viskozity. Potřebný čas  
pro restrukturalizaci v důsledku Brownova pohybu závisí na pouţité hodnotě namáhání  
ve smyku. 
 
Obrázek 56: Extrapolace dat představující závislost dynamické viskozity na smykové rychlosti 
exponenciální spojnicí trendu pro stanovení nulové viskozity. 
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Běţně se měření provádí v rozsahu smykových rychlostí 0,1 aţ 1 000 s-1, čímţ se 
projeví nejprve newtonské chování a pak výrazné smykové zřeďování. V newtonské oblasti 
dojde k ustálení viskozity, tato hodnota se také nazývá jako viskozita nulové smykové 
rychlosti (nulová viskozita). Pro její vyhodnocení lze vyuţít různých modelů (např. Cross, 
Carreau). Jelikoţ data na Obr. 55 nedosáhla ustálení viskozity při nízkých i vysokých 
hodnotách smykové rychlosti, nebylo moţné tyto modely aplikovat. Pro stanovení nulové 
viskozity byla provedena extrapolace dat pomocí exponenciální spojnice trendu do nulové 
hodnoty smykové rychlosti, tak jak je to znázorněno na Obr. 56. Nulová smyková viskozita je 
limitní hodnota závislosti viskozity na smykové rychlosti při nekonečně nízké hodnotě 
smykového namáhání, tudíţ představuje efektivní hodnotu viskozity materiálu, který není 
smykově namáhán. Na Obr. 57 je znázorněna závislost extrapolované viskozity  
při nulové smykové rychlosti na koncentraci kolagenu, která je téměř lineární. Znázorněná 
spojnice trendu nám umoţňuje přibliţně stanovit hodnotu nulové viskozity systému  
o jiných sloţeních, neţ se kterými bylo v této práci měřeno. 
 
Obrázek 57: Závislost nulové viskozity (viskozita při nulové smykové rychlosti) na koncentraci 
kolagenu. 
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5 ZÁVĚR 
Předloţená diplomová práce se zabývá výzkumem kinetiky samouspořádavacího 
procesu kolagenu I vedoucí ke vzniku hydrogelů pomocí reologických metod. Tyto metody 
byly zvoleny z důvodu moţnosti strukturní interpretace získaných experimentálních výsledků, 
čímţ získáme informace nejen o struktuře, ale také o vlastnostech studovaného systému 
během procesu gelace. Studovaná strukturní proměnná byla koncentrace kolagenu. Měření 
byla prováděna na reometru s měřící geometrií kuţel – deska. Připravené hydrogely byly 
rovněţ vystaveny zvyšujícímu se smykovému namáhání (zvyšování amplitudy smykové 
deformace a smykové rychlosti), aby byly získány poznatky o stabilitě vzniklých 
kolagenových sub-struktur. Spontánní tvorba fibril směřující aţ k tvorbě hydrogelu byla 
iniciována ve vzorku udrţovaném při nízké teplotě a fyziologickém pH zvýšením teploty  
na fyziologickou hodnotu 37 °C aţ v reometru. 
Při amplitudovém skenu probíhajícím při konstantní oscilační frekvenci byla měřena 
závislost sloţek komplexního modulu pruţnosti s rostoucí hodnotou amplitudy smykové 
deformace v rozsahu 10-3 aţ 103 %, čímţ bylo moţné pozorovat přechod mezi lineárními  
a nelineárními reţimy. Bylo moţné identifikovat tři reologické reţimy: lineární viskoelastický 
reţim (LVR), deformační zpevňování a deformační měknutí. Při LVR vykazovala elastická 
odezva lineární chování, protoţe se nemění hustota zapletenin, jelikoţ je udrţována 
rovnováha mezi rychlostí rozpadu a přestavby sítě. Při smykovém zpevňování dochází 
k tvorbě komplexních mikrostruktur či nelineárních elastických prvků sítě, které vytvářejí 
odpor vůči deformaci. V důsledku zvyšování amplitudy deformace se míra strukturální 
destrukce postupně zvyšuje, zatímco obnova struktury je sniţována nebo úplně eliminována, 
coţ vede ke sníţení hustoty zapletenin a polymerní řetězce se zarovnávají v proudovém poli. 
Závislost plateau a maximálních modulů se téměř lineárně zvyšovala s rostoucí koncentrací 
kolagenu. S rostoucí koncentrací kolagenu docházelo také ke zkracování LVR. Cílem tohoto 
měření bylo především určit maximální a bezpečnou hodnotu deformace        vyznačující 
LVR, jeţ má poslouţit v následujících experimentech. Jelikoţ podmínky měření musí být  
pro všechny vzorky stejné, tak byla zvolena hodnota     . Tato hodnota je v souladu 
s publikovanými daty.    
Kinetika samouspořádávání byla studována pomocí oscilačního testu s časovým 
skenem, přičemţ byly sledovány viskoelastické vlastnosti materiálu v průběhu času. 
Naměřená data byla v souladu s dvoustupňovým nukleačním a růstovým modelem gelace 
kolagenu. Bylo moţné pozorovat tři reologické reţimy: klidová fáze (tvorba nukleí), růstová 
fáze projevující se prudkým nárůstem    i     a nasycení, kde obě komponenty komplexního 
modulu pruţnosti dosahují konstantní hodnoty, tudíţ mechanické vlastnosti elastické sítě se 
jiţ dále nemění. Koncentrace kolagenu měla významný vliv na kinetiku samouspořádávání.  
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Se zvyšující se koncentrací kolagenu docházelo ke zkracování doby nukleační fáze,  
pro nejvyšší koncentraci kolagenu byla tato doba čtyřikrát menší neţ u nejniţší pouţité 
koncentrace. Rostoucí koncentrace kolagenu měla také vliv na rychlejší narůst    i     
v růstové fázi, tzn. pro nejvyšší koncentraci kolagenu byla doba dosaţení nasycené hodnoty 
zkrácena na polovinu oproti nejniţší koncentraci. S rostoucí koncentrací kolagenu bylo 
moţné pozorovat exponenciální růst hodnot modulů v oblasti nasycení v důsledku většího 
mnoţství molekul, jeţ mohou poskytovat větší mnoţství příčných vazeb či zapletenin 
v polymerní části hydrogelu. Za vyuţití Avramiho rovnice byla stanovena rychlost 
samouspořádávání pro jednotlivé koncentrace kolagenu a hodnota Avramiho exponentu 
určujícího tvar vznikajících objektů. Rychlost procesu se zvyšovala téměř lineárně s rostoucí 
koncentrací kolagenu. Na základě publikovaných dat a získaných poznatků byla stanovena 
hodnota Avramiho koeficientu    , coţ usuzuje na fibrilární tvar vznikajících kolagenových 
suprastruktur (mikrofibrily).  
Při modulus recovery testu byl vzorek v ustáleném reţimu při malé konstantní 
amplitudě podroben skokovému zvýšení amplitudy smykové deformace a po dosaţení 
ustáleného stavu byla amplituda opět skokově sníţena na původní hodnotu, přičemţ byla 
měřena mechanická odezva jako funkce času. Bylo moţné pozorovat tři intervaly: referenční 
interval, při kterém docházelo k samouspořádávání, strukturální rozpad vedoucí k úplnému 
porušení struktury a regenerace. Pokles a nárůst modulů pruţnosti mezi jednotlivými 
amplitudovými intervaly indikovaly reologické změny související s fázovou transformací 
gel/sol/gel. Koncentrace kolagenu měla vliv na kinetiku smykového ředění i regeneraci 
struktury a hodnoty plateau viskoelastických modulů. V literatuře je uváděno, ţe pokud jsou 
hydrogely smykově namáhány, začnou vykazovat viskózní tok a následně jsou schopny 
téměř úplné regenerace po odstranění smyku. Měřením bylo prokázáno, ţe struktura 
hydrogelů byla obnovena jen velmi málo (u nejniţší koncentrace kolagenu na 19,9 %  
a u nejvyšší koncentrace 7,0 %). Pro lepší pochopení regenerace a strukturálních změn 
během tohoto procesu by bylo potřeba vyuţít některé mikroskopické techniky.  
Při manipulaci s hydrogely je potřeba zohlednit jejich měnící se viskozitu se smykovým 
namáháním. Při testu spojitého smykového toku bylo měření prováděno v rozsahu smykové 
rychlosti 0 aţ 100 s-1 za konstantních tokových podmínek. Z naměřených hodnot byly 
sestrojeny tokové a viskozitní křivky. Hydrogely vykazovaly smykové zřeďování, kdy 
viskozita klesala se zvyšující se smykovou rychlostí. Na základě existujících reologických 
modelů a naměřených výsledků lze kolagenové hydrogely povaţovat za nelineární 
pseudoplastickou látku s mezí kluzu. Mez kluzu se zvyšovala téměř lineárně s rostoucí 
koncentrací kolagenu. Zvyšující se koncentrace měla také vliv na rozsah smykového 
zředění, tzn. ţe u vzorku s nejvyšší koncentrací kolagenu nastalo největší zředění  
a strukturální rozpad. Pro stanovení nulové viskozity při nekonečně nízké hodnotě 
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smykového namáhání byla provedena extrapolace dat pomocí exponenciální spojnice trendu 
do nulové hodnoty smykové rychlosti. Závislost extrapolované viskozity na koncentraci 
kolagenu byla téměř lineární 
Pro lepší pochopení studovaných procesů by bylo potřeba provést reologické měření  
v kombinaci s mikroskopickou analýzou (např. CRM).  
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
6.1 Seznam zkratek 
AFM   mikroskopie atomárních sil 
Ala   alanin 
AMK   aminokyseliny 
Arg   arginin 
Asp   kyselina asparagová 
CFM   konfokální fluorescenční mikroskop 
CRM   mikroskop konfokální reflektance 
ECM   extracelulární matrix 
ER   endoplazmatické retikulum 
FACIT   Fibril-associated collagens with interrupted triple helix 
Gln   glutamin 
Gly   glycin 
Hyp   hydroxyprolin 
Ile   izoleucin 
LAOS   test s velkou amplitudou oscilačního smyku 
Leu   leucin 
LM   lokalizační model 
LVR   lineární viskoelastická oblast 
mRNA   messenger RNA 
MULTIPLEXIN Multiple triple-helix domains and interruptions 
PBS                           dulbecco’s phosphate buffered saline 
Phe   fenylalanin 
Pro   prolin 
SAOS   test s malou amplitudou oscilačního smyku 
Ser   serin 
SEM   skenovací elektronový mikroskop  
TEM   transmisní elektronový mikroskop 
TERM   tkáňové inţenýrství a regenerační medicína 
Thr   threonin 
tRNA   transferová RNA 
Trp   tryptofan 
Tyr   tyrosin 
Val   valin 
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6.2 Seznam symbolů 
     Helmholtzova volná energie 
           elastická volná energie řetězce 
         elastická volná energie sítě 
     Gibbsova volná energie 
     změna enthalpie 
     prodlouţení 
     změna entropie 
    úhel mezi deskou a kuţelem 
    smyková deformace, amplitudy smykové deformace 
 ̇   rychlost deformace (rychlost smyku, smykový spád) 
     kritická hodnota amplitudy smykové deformace 
         limitní amplituda smykové deformace 
    fázový úhel 
    deformace 
     hustota tekutiny 
    napětí 
    frikční koeficient 
     celkový frikční koeficient 
    dynamická viskozita 
    relaxační čas, smykové napětí 
     mez toku, kluzu 
     Rouseho čas 
       reptační čas 
υ    kinematická viskozita 
     počet řetězců 
    dihedrální úhel 
    dihedrální úhel 
    počet mikrostavů charakterizujících daný makrostav 
    úhlová rychlost 
    plocha desky 
     jednotka plochy 
    délka vazeb 
     vzájemná rychlost pohybu smykových rovin vzdálených o                                  
     difúzní koeficient Rouseho řetězce 
90 
 
    Youngův modul pruţnosti 
    síla 
 ⃑    smyková síla vyvolávající pohyb desky 
    modul pruţnosti ve smyku 
     komplexní modul 
     elastický modul 
      viskózní modul 
  
    plateau elastický modul 
  
     plateau viskózní modul 
    
    maximální elastický modul 
    
     maximální viskózní modul 
    součinitel (koeficient) konzistence kapaliny 
    rychlostní konstanta 
        konstanta tuhosti polymeru (longitudinální, transverzální) 
     Boltzmannova konstanta 
     počáteční délka 
     délka vláken 
     délka perzistence 
     konturová délka 
    molekulová hmotnost, moment síly 
    počet vazeb 
     počet monomerů v zapleteném řetězci 
    exponent Avramiho rovnice, exponent toku 
    poloměr kuţele 
    termodynamická teplota, transformační teplota 
    doba gelace, transformace 
      čas, ve kterém mnoţství nové fáze odpovídalo 50ti % 
       čas gelace 
       doba klidové fáze 
          doba potřebná pro dosaţení plateau 
     rychlost pohybu desky 
    hmotnostní podíl vysráţeného kolagenu 
    mnoţství nově vzniklé fáze 
    rychlostní konstanta 
    roztok 
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8 SEZNAM PŘÍLOH 
Příloha 1 Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na amplitudě smykové 
deformace    při frekvenci 1 Hz. Gely připraveny ze vzorků kolagenu ve čtyřech 
koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
 
Příloha 2  Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase gelace  
při frekvenci 1 Hz a amplitudě smykové deformace 1 %. Gely připraveny  
ze vzorků kolagenu ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
 
Příloha 3    Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase při frekvenci  
1 Hz. Tři intervaly se skokovou změnou amplitudy smykové deformace  
(1/650/1 %). Gely připraveny ze vzorků kolagenu ve čtyřech koncentracích  
o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Příloha 1: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na amplitudě smykové 
deformace    při frekvenci 1 Hz. Gely připraveny ze vzorků kolagenu ve čtyřech koncentracích  
o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Příloha 2: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase gelace při frekvenci  
1 Hz a amplitudě smykové deformace 1 %. Gely připraveny ze vzorků kolagenu  
ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
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Příloha 3: Závislost elastického modulu   a viskózního modulu    na čase při frekvenci 1 Hz. Tři 
intervaly se skokovou změnou amplitudy smykové deformace (1/650/1 %). Gely připraveny ze vzorků 
kolagenu ve čtyřech koncentracích o fyziologickém pH při 37 °C. 
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